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Re sume  
 
Les cils cellulaires sont des organites anciens indispensables à de nombreux processus 
biologiques. Classiquement, on distingue le cil primaire, quasi-ubiquitaire et ayant essentiellement une 
fonction sensorielle, des cils motiles restreints à certains types cellulaires et utiles aux mouvements 
liquidiens ou à la locomotion. Chez les vertébrés, les cils motiles peuvent être retrouvés par centaines 
à la surface apicale de certaines cellules appelées cellules multiciliées (MCC). Leur battement 
coordonné est requis pour propulser directionnellement les fluides biologiques à l’intérieur de certains 
organes (voies respiratoires, ventricules cérébraux, trompes utérines ou certaines structures 
embryonnaires). De nombreuses pathologies humaines sont associées à des désordres des cils motiles 
(dyskinésies ciliaires, mucoviscidose, asthme,...).  
Les voies aériennes humaines sont tapissées d’un épithélium respiratoire, constitué 
principalement de MCC et de cellules sécrétrices de mucus, qui joue un rôle de première ligne de 
défense contre les particules nocives inhalées. Ici, le battement ciliaire participe à la clairance 
mucociliaire qui est indispensable pour évacuer du tractus respiratoire ces particules préalablement 
piégées dans le mucus. Dans certaines pathologies respiratoires chroniques, des stress répétés 
conduisent à une réparation défectueuse de l’épithélium respiratoire, caractérisée par une perte des 
MCC et une augmentation anormale du nombre de cellules sécrétrices de mucus, aboutissant à une 
insuffisance respiratoire sévère.  
Dans ce contexte, afin de mieux comprendre les mécanismes complexes intervenant dans la 
différenciation des MCC, mon travail de thèse s’est essentiellement focalisé sur l’étude du rôle des 
microARN, petits ARN non-codants régulateurs de l’expression génique, dans ce processus. A ce titre, 
nous avons utilisé un modèle in vitro de différenciation de l’épithélium respiratoire humain ainsi 
qu’une approche in vivo avec l’embryon de Xénope qui a la particularité de posséder un épiderme 
mucocilié similaire à l’épithélium respiratoire humain.  
La biogenèse des multiples cils motiles (multiciliogenèse) nécessite plusieurs événements 
successifs tels que l’arrêt du cycle cellulaire, le remodelage apical du cytosquelette d’actine, la 
multiplication, la migration et l’ancrage sous la membrane apicale de centaines de corps basaux 
néosynthétisés (dérivées des centrioles), structures à partir desquels l’élongation des axonèmes 
s’initie. 
Notre travail a permis d’identifié et de caractériser la famille de miARN miR-449 comme 
spécifiquement exprimée dans les MCC et jouant un rôle clé dans la multiciliogenèse dans nos deux 
modèles d’étude. Mon travail a particulièrement consisté à élucider les mécanismes moléculaires et 
signalétiques mis en jeu dans ce processus. Nous avons montré que miR-449 bloque le cycle cellulaire, 
et réprime directement la voie de signalisation Notch ainsi que l’expression de la petite GTPase R-Ras, 
trois événements nécessaires au déclenchement de la différenciation des MCC. Nous avons aussi 
souligné que l’inhibition de la voie BMP est requise pour l’inhibition de la voie Notch, et dont miR-449 
pourrait agir en tant que connecteur central de ces deux voies de signalisation au cours de la 
multiciliogenèse. De manière importante, nous avons démontré que l’ensemble de ces mécanismes 
est conservé au cours de l’évolution du Xénope à l’Homme.  
Ainsi, nos travaux placent miR-449 comme chef d’orchestre de la multiciliogenèse conservé 
chez les vertébrés et ouvre la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des petits ARN 
régulateurs dans le traitement de pathologies associées à des défauts des cils motiles.  
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Introduction 
 
Préambule 
 
Au cours de ma thèse j’ai étudié les mécanismes régulant la formation des cils motiles, 
organites indispensables dans la clairance mucociliaire et dans la défense des voies respiratoires. Au-
delà de cette fonction, une vision plus large de l’importance des cils motiles peut être dégagée en se 
plaçant d’un point de vue de l’évolution. C’est cet aspect que nous avons voulu mettre en exergue 
dans l’ensemble de nos travaux. L’apparition des cils cellulaires au cours de l’évolution est un 
événement ancestral caractéristique des cellules eucaryotes. Dans une première partie de mon 
introduction, je montrerai au travers de la description structurale des cils ainsi que leur régulation, la 
conservation forte de nombreux acteurs indispensables à leur élaboration au fil de l’évolution. Il est 
remarquable d’observer comment différents organismes ont pu modeler et décliner sous diverses 
formes ces cils cellulaires afin de les adapter à des fonctions biologiques distinctes. Pour souligner cet 
aspect, j’aborderai dans la deuxième partie la description des différents types cils observés chez 
certains organismes dont l’Homme, et chez qui des défauts ciliaires aboutissent à de nombreuses 
pathologies. Enfin, une dernière partie dressera l’état des connaissances sur les voies de signalisation 
majeures impliquées dans la formation des cils motiles, au sein desquelles les microARN figurent 
comme nouveaux régulateurs centraux. 
 
I. Les cils 
1. Généralités 
Cette introduction portera exclusivement sur les cils et flagelles présents chez les organismes 
eucaryotes, même si les organismes procaryotes possèdent des organelles similaires. Ces dernières 
sont en effet structuralement et fonctionnellement très différentes.  
Les cils retrouvés dans les organismes eucaryotes se projettent comme des antennes à partir 
du corps de la cellule. Leur première observation au microscope daterait d’Antoni van Leeuwenhoek 
en personne qui, à la fin du 17ième siècle, identifia le mouvement d’un protozoaire généré par son cil 
motile. La fonction du cil a longtemps été restreinte à cette unique fonction de motilité. Ce n’est qu’en 
1968 que l’équipe de Sorokin identifia des cils primaires dépourvus de motilité (Sorokin, 1968). L’étude 
des fonctions cellulaires et moléculaires des cils n’a suscité que peu d’intérêt jusqu’à ce que soient 
mises en évidence durant les deux dernières décennies leurs nombreux rôles dans divers processus 
12 
 
biologiques comme la transduction de signaux, les détections chimio- et mécano-sensorielles ou 
l’établissement de la polarité et de l’asymétrie droite/gauche au cours du développement 
embryonnaire (cf. partie II. 3. A. 1)). Chez les eucaryotes, certaines cellules arborent à leur surface 
apicale jusqu’à plusieurs centaines de cils motiles nécessaires à la locomotion et à la propulsion de 
fluides biologiques. Ces cellules dites multiciliées sont retrouvées depuis des protozoaires comme la 
paramécie ou chlamydomonas (Adair, 1985), jusqu’aux métazoaires comme les planaires ainsi que 
chez tous les vertébrés. Chez les vertébrés, une typologie complexe des cils doit être élaborée, qui va 
dépendre de leur nombre, de leur mobilité, de la localisation tissulaire des cellules où ils sont détectés, 
de leur structure moléculaire spécifique. Alors que le spermatozoïde possède un flagelle locomoteur, 
équivalent à un cil motile unique de grande taille, des cellules multiciliées sont détectées aussi bien 
dans le tissu respiratoire, les trompes de Fallope, ou les ventricules cérébraux. Dans tous ces tissus, 
elles jouent un rôle essentiel dans la dynamique des fluides biologiques. Des défauts structuraux ou 
fonctionnels de ces cils ont été associés à de nombreuses pathologies humaines dont certaines sont 
regroupées sous le terme de dyskinésies ciliaires. 
La première caractéristique des cils est la présence à sa base d’un centrosome, qui est le 
principal centre organisateur de microtubules (MTOC) de la cellule et ceci même en l’absence de cils. 
 
2. Le centrosome 
On distingue centrosome et corps basal selon l’étape du cycle cellulaire dans lequel se trouve 
la cellule. Lorsqu’elle se divise, on parle du « centrosome », alors que dans une cellule quiescente on 
parle de corps basal.  
L’existence, la composition et même la fonction du centrosome ont été l’objet de nombreux 
débats. Certains de ces débats sont encore d’actualité comme par exemple la présence d’acides 
nucléiques au sein de cette organelle (cf. partie I. 4. B. 1)). La première description des centrosomes 
date de la fin du 19ième siècle grâce au développement d’une microscopie optique plus performante 
associée à l’apparition de techniques de fixation et de coloration des échantillons. De façon 
indépendante, Walther Flemming (1875) et Édouard van Beneden (1876) décrivent pour la première 
fois des « corpuscules polaires » rattachés aux chromosomes. Leur observation révèlera plus tard le 
rôle du MTOC pour la séparation des chromatides sœurs lors de la mitose. Le terme de centrosomes 
ne fait réellement son apparition qu’en 1888 avec Theodore Boveri. Boveri fut le premier à émettre en 
1914 l’hypothèse visionnaire du rôle des centrosomes dans la stabilité chromosomique et de leur 
implication dans les cancers. 
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L’amélioration constante des technologies d’imagerie, combinée au développement 
d’approches de biologie à haut débit (criblages de banques de siARN, analyses protéomiques, analyse 
de protéines marquées par des approches de vidéo-microscopie,…) ont accru considérablement nos 
connaissances sur le centrosome et le corps basal, ainsi que sur leur entité centrale, le centriole.  
Dans les cellules animales, le centrosome agit comme le principal MTOC au sein de la cellule. 
Il est composé d’un centriole père entouré de son matériel péricentriolaire (PCM) et d’un centriole fils. 
Il joue un rôle primordial dans l’assemblage du fuseau mitotique lors de la séparation des chromatides 
sœurs au moment de la mitose. Dans les cellules quiescentes et dans certaines cellules différenciées, 
le centrosome sert de base pour l’ancrage de l’axonème des cils. La duplication du centrosome est liée 
à la progression du cycle cellulaire mais dans certains types cellulaires on assiste à une multiplication 
de plusieurs centaines de centrioles (ex : cellules multiciliées de l’épithélium respiratoire). 
Au cours de ce chapitre, nous aborderons la multiplication des centrioles, leur composition, 
leur structure et plus largement la composition du centrosome, ses interactions et son rôle biologique. 
 
A. Composition et structure du centriole 
1) Composition 
La composition moléculaire des centrosomes, des centrioles et des corps basaux varie en 
fonction du cycle cellulaire. Cette composition a été longtemps rendue difficile à étudier du fait de la 
faible quantité de matériel accessible, et de la difficulté technique liée à leur purification (Bornens et 
al., 1987). A partir de nombreuses études, 14 protéines entrant dans la composition du noyau central 
des centrioles ont été identifiées (Hodges et al., 2010). 
 
2) Structure 
 Le développement de la microscopie électronique dans les années 1950 a permis une 
observation précise des centrioles et une meilleure caractérisation de leur structure. Dans les cellules 
humaines, un centriole mature a une forme cylindrique d’environ 400 nm de hauteur et des diamètres 
interne et externe d’environ 130nm et 250 nm, respectivement (Kitagawa et al., 2011). Chez les 
vertébrés la hauteur du cylindre est relativement stable, mais peut grandement varier chez certaines 
espèces : chez la drosophile, par exemple, entre 175 et 700 nm en fonction du développement 
embryonnaire et du type cellulaire (Moritz et al., 1995). 
Le centriole est caractérisé par (Li et al., 2012): le cartwheel (« roue de voiture ») qui sert 
d’échafaudage pour l’ensemble du centriole, le cylindre microtubulaire, qui comporte une partie  
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distale et une partie proximale, et les appendices du centriole père mature, qui jouent un rôle 
d’ancrage des microtubules (notés MT) cytoplasmiques (cf. figure 1). 
 
a. Le Cartwheel 
La base de chaque centriole possède une structure en échafaudage appelée « cartwheel ». La 
protéine SAS-6 (Bld12p chez C. Reinhardtii) a été montrée comme partie intégrante de ce cartwheel 
(Nakazawa et al., 2007). Récemment, la résolution de la structure cristallographique des domaines de 
SAS-6 a indiqué que des polymères de SAS-6 s’organiseraient en tubules centraux avec une symétrie 
d’ordre 9: des complexes dimériques de SAS-6 s’auto-assembleraient, chaque dimère étant séparé de 
ses deux plus proches voisins par  un angle d’environ 40°. L’assemblage des 9 dimères, correspondant 
à 18 unités de SAS-6, induirait ainsi la formation du foyer central (le « Hub ») et des rayons ou 
structures radiales (les « radial spokes ») (cf. figure 2) (Kitagawa et al., 2011; van Breugel et al., 2011). 
La symétrie radiale d’ordre 9 du cartwheel permet ainsi de rendre compte de la structure bien 
particulière des MT au cœur du cylindre. 
 
b. Cylindre microtubulaire 
Le cylindre microtubulaire possède une extrémité proximale orientée vers l’intérieur de la 
cellule dont le rôle principal concerne la maturation et l’assemblage du procentriole (Strnad and 
Gonczy, 2008). L’extrémité proximale possède 9 triplets de MT (région en triplets), dénotés MTA, MTB 
et MTC (cf. figure 3). Chaque MT est composé de dimères de tubuline alpha et de tubuline bêta liées 
par des liaisons non covalentes. La concaténation de 13 dimères de protofilaments de tubulines 
alpha/bêta constitue le MTA avec son extrémité (-) au niveau proximal et son extrémité (+) au niveau 
distal. Les MTB et MTC sont quant à eux formés de 10 proto-filaments organisés en forme d’arcs qui 
s’appuient sur chacun des MT inférieurs (MTB s’appuyant sur MTA, et MTC sur MTB) (Li et al., 2012). 
Les MT interagissent également avec le « cartwheel », via une tête d’épingle (« pinhead ») composé 
par CEP135 (bld10 chez Chlamydomonas)(Nakazawa et al., 2007), une protéine qui co-
immunoprécipite avec SAS-6. Chaque MTA d’un triplet est rattaché au MTC du triplet voisin (dans le 
sens horaire) grâce à un « linker » entre MTA et MTC.  
L’extrémité distale du cylindre microtubulaire est orientée vers l’extérieur de la cellule, étant 
rattaché directement à l’axonème des cils dans les cellules quiescentes. L’extrémité distale possède 
uniquement des doublets de MTA et MTB. La liaison entre doublets s’effectue via un « linker » entre 
le MTA d’un doublet et le MTB d’un doublet voisin (Li et al., 2012). 
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En règle générale, les MT subissent de façon continue des cycles de 
polymérisation/dépolymérisation. Il convient toutefois de noter que, d’après des expériences menées 
avec des tubulines biotinylées, les échanges entre les pools de tubulines cytoplasmiques et de 
tubulines centriolaires sont faibles, ce qui indique une certaine stabilité de l’association des MT 
présents dans les centrioles (Kochanski and Borisy, 1990). Cette stabilité peut être expliquée par des 
modifications post-traductionnelles (cf. partie I. 3. C), ainsi par la présence de protéines stabilisatrices 
dans la lumière centriolaire, comme cela a été proposé récemment après établissement de la carte 3D 
des triplets de MT des centrioles chez C. reinhardtii (Li et al., 2012). D’autres expériences menées 
également par cryotomographie électronique sur des cellules humaines par Guichard et collaborateurs 
ont montré qu’un domaine stabilisateur « γ-Turc-like », présent à la base du MTA, permettait une 
stabilisation de l’extrémité par « capping » et une élongation directionnelle des MT (Guichard et al., 
2010). Chez C. elegans la déplétion en γ-tubuline induit des défauts d’organisation et d’élongation des 
MT, indiquant un rôle soit dans la stabilisation des MT ou dans le recrutement de protéines nécessaires 
à la formation du procentriole (O'Toole et al., 2012). 
 
c. Les appendices 
Lors de sa maturation, chaque centriole fils acquiert des appendices pour devenir un centriole 
père, qui sont retrouvés au niveau sub-distal ou distal du centriole. En dépit de l’identification de 
nombreux acteurs impliqués dans la formation de ces appendices, leur mode précis d’assemblage reste 
encore peu caractérisé. Alors que les appendices sub-distaux jouent un rôle d’organisation des MT, les 
appendices distaux sont nécessaires pour le recrutement des corps basaux à la membrane lors de la 
ciliogénèse (Anderson, 1972). 
 
B. Multiplication des centrioles 
Les centrosomes sont essentiels lors du développement embryonnaire. Cependant, il a été 
possible de maintenir le cycle cellulaire, le développement embryonnaire précoce chez la souris ainsi 
que des stages tardifs du développement chez la drosophile en l’absence de centrosomes (Basto et al., 
2006; Calarco-Gillam et al., 1983 ). Ces observations soulèvent une question fondamentale qui est de 
savoir l’importance exacte du centrosome dans le développement et le destin cellulaire. 
La multiplication des centrioles passerait par deux voies possibles : (1) une voie centriolaire où les 
centrioles se dupliquent à partir de centrioles préexistants ; (2) une voie acentriolaire où les centrioles 
se formeraient de novo. Ces deux voies pourraient coexister au sein d’une même cellule (Sorokin, 
1968). De plus, l’activation d’une voie acentriolaire a pu être mise en évidence dans  des cellules  
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engagées dans le cycle cellulaire et dans lesquelles le centriole père a été supprimé par microdissection 
laser, suggérant une certaine redondance entre ces deux voies (Azimzadeh and Marshall, 2010; 
Khodjakov et al., 2002 ). 
 
1) La voie centriolaire. 
Dans l’hypothèse de la voie centriolaire (cf. figure 4), la multiplication du nombre de centrioles 
suit les deux principes suivants : (1) chaque centriole père ne se duplique qu’une et une seule fois à 
chaque cycle cellulaire ; (2) lors de cette duplication, un seul centriole est synthétisé. Les mécanismes 
moléculaires contrôlant ces deux principes de base ne sont pas encore bien élucidés. 
La première étape commence lors de la transition G1/S du cycle cellulaire avec la formation 
d’un procentriole le long du centriole père. Cette étape est sous le contrôle de la polo-kinase 4 (PLK4), 
une kinase régulatrice très conservée au cours de l’évolution (ZYG-1 chez C. elegans). Chez C. Elegans, 
SAS-6 est un substrat direct de ZYG-1 (Kitagawa et al., 2011). L’association de la protéine FBXW5 (F-
box/WD repeat-containing protein 5) au complexe de l’ubiquitine ligase E3 et sa liaison à SAS6 induit 
la dégradation de cette dernière après ubiquitination. FBXW5 participerait ainsi au contrôle du nombre 
de centrioles, en bloquant la formation de nouveaux centrioles. A l’opposé, la phosphorylation par 
PLK4 de ce complexe inhibe l’activité ubiquitine ligase (Puklowski et al., 2011). Les mécanismes limitant 
la synthèse à un seul procentriole par cycle restent encore mal élucidés, même si PLK4 peut bien 
apparaître comme un acteur central de ce contrôle : un excès de PLK4 engendre la formation de 
nombreux procentrioles, et sa déplétion inhibe la duplication des centrioles (Bettencourt-Dias et al., 
2005; Habedanck et al., 2005). Le matériel péricentriolaire, situé à proximité des centrioles semble 
également jouer un rôle dans le contrôle de la duplication des centrioles, puisque Loncarek et coll. ont 
observé que l’accumulation du matériel péricentriolaire après surexpression de la péricentrine, 
induisait une augmentation du nombre de centrioles en l’absence de toute modulation des niveaux de 
PLK4 (Loncarek et al., 2008). 
Plusieurs travaux soulignent l’existence de mécanismes contrôlant la longueur des MT du 
cylindre, avec notamment l’implication des protéines Cep110 et CPAP, qui agissent de manière 
antagoniste : une déplétion de Cep110 ainsi qu’une surexpression de CPAP induisent un allongement 
des centrioles (Schmidt et al., 2009 ; Spektor et al., 2007; Tang et al., 2009). De manière intéressante, 
Cep110 est localisé dans la partie distale du centriole, suggérant un rôle de coiffe inhibant l’élongation 
des MT (Azimzadeh and Marshall, 2010). 
Après la mitose, la maturation du centriole fils le transforme en centriole père qui va pouvoir 
servir à son tour de base pour l’assemblage d’un nouveau centriole fils au cours du cycle suivant. En 
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parallèle de l’assemblage/synthèse du centriole fils, des connexions entre les centrioles fils et père 
semblent jouer un rôle clé dans le contrôle du nombre de procentrioles assemblés. 
Le SML (S-M linker car présent de la phase S jusqu’à à la mitose), constitue un lien physique 
entre le centriole père et le procentriole à partir de la phase S. De composition inconnue, le SML serait 
dissout après activation de la polo-kinase-1 (PLK1) et de la séparase, permettant ainsi le 
désengagement des deux centrioles. Ce processus prendrait place lors de la transition 
anaphase/métaphase au même moment que la séparation des chromatides. La cohésine, impliquée 
dans le maintien des chromatides, serait clivée par la séparase de façon à permettre la séparation des 
chromatides sœur. De façon intéressante, il a été remarqué que le clivage de la cohésine est nécessaire 
pour la séparation des centrioles (Schockel et al., 2011). Ce modèle permettrait d’expliquer le lien fort 
entre séparation des chromatides et contrôle du nombre de centrioles. En effet, un arrêt de contrôle 
du nombre de centrioles et la création de multiples centrioles pourrait engendrer la création de 
multiples fuseaux mitotiques, créant une instabilité génétique, comme prédit par l’hypothèse de 
Theodore Boveri sur la multiplication des centrioles dans les cancers.  
 
2) Voie acentriolaire 
La voie acentriolaire est une deuxième voie de synthèse des centrioles présente chez la plupart 
des eucaryotes. Elle permet une synthèse simultanée de centaines de centrioles au sein d’une même 
cellule (Sorokin, 1968). Les acteurs moléculaires la différenciant de la voie classique sont également 
inconnus. Si la suppression par microdissection du centriole inhibe la formation de nouveau centriole 
(Meyrick and Reid, 1970), la même expérience réalisée sur des cellules synchronisées en phase S, induit 
alors la création de novo de corps fibro-granulaires comportant de multiples centrioles. Ces corps fibro-
granulaires sont appelés deutérosomes (cf. Figure 5) (Khodjakov et al., 2002), et ressemblent 
morphologiquement à ceux observés dans les cellules multiciliées (Anderson and Brenner, 1971; 
Sorokin, 1968). 
 
3) Identification des acteurs de la duplication des centrioles : les 
approches globales. 
Paradoxalement, et alors que des analyses protéomiques des centrosomes humains révèlent 
la présence de centaines de protéines distinctes (Andersen et al., 2003; Gherman et al., 2006; Inglis et 
al., 2006; Jakobsen et al., 2011), seuls six gènes (SAS-4, SAS-5, SAS-6, SPD-2, TBG-1, ZYG-1) ont été 
définis lors d’un crible RNAi chez C. elegans comme indispensables à la formation des centrioles 
(O'Connell et al., 2001; Strnad and Gonczy, 2008) : la kinase ZYG-1, les protéines type coiled-coil SPD- 
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2, SAS-4, SAS-5 et SAS-6, et la sous-unité gamma de la tubuline, TBG-1. Certains éléments clés sont 
bien conservés au cours de l’évolution, quelques protéines importantes supplémentaires étant 
notamment conservées du ver jusqu’à l’homme (Dobbelaere et al., 2008; Leidel et al., 2005). Mais 
cette conservation concerne principalement PLK4/ZYG-1 et la protéine SAS-6, dont le niveau 
d’expression est un élément important pour le contrôle du nombre de centrioles assemblés (Kleylein-
Sohn et al., 2007; Peel et al., 2007; Puklowski et al., 2011).  
 
3. L’axonème 
A. Structure de l’axonème 
La structure des cils motiles chez les mammifères a été explorée par microscopie électronique 
sur différents types cellulaires, notamment issus de l’épithélium respiratoire (Sorokin, 1968). 
L’axonème est constituée de doublets de MT (cf. figure 6). En règle générale, les cils motiles, qui 
possèdent 9 doublets périphériques de MT et 2 MT centraux (notés 9+2), se distinguent des cils non-
motiles qui sont dépourvus de MT centraux (notés 9+0) (Nicastro et al., 2006; Sui and Downing, 2006). 
Pour assurer la motilité de l’axonème et induire le battement ciliaire, les cils motiles possèdent aussi 
des dynéines et des rayons (« radial spokes ») alors que les cils non motiles en sont dépourvus (Satir 
and Christensen, 2007). Ainsi, des mutations des protéines de la partie radiale chez Chlamydomonas 
abolissent la motilité ciliaire et affectent la structure de l’axonème (Huang et al., 1982; Piperno et al., 
1977; Witman et al., 1978). Les bras de dynéines internes et externes constituent les moteurs 
moléculaires, qui par leur activité ATPase produisent le glissement entre doublets, activant l’axonème, 
entrainant ainsi le battement ciliaire (Gibbons, 1963).  
Des études réalisées chez Chlamydomonas ont permis d’établir que l’élongation de l’axonème 
par un mécanisme dépendait d’une machinerie de transport intra-flagellaire (IFT : intraflagellar 
transport ou transport intraflagellaire), capable de transporter les molécules nécessaires à cette 
élongation (Kozminski et al., 1993). 
Le diamètre de cette structure microtubulaire est d’environ 0.25 µM et sa longueur peut varier 
de quelques microns à 50µm. Les doublets de MT périphériques sont constitués chacun d’un MTA et 
d’un MTB. le MTA est complet (13 proto-filaments d’hétéromères alpha et beta) alors que le MTB est 
incomplet (10 proto-filaments) (Warner and Satir, 1973).  
Enfin, les tubulines peuvent subir des modifications post-traductionnelles qui jouent 
également un rôle important dans la motilité du cil (cf. partie I. 3. C) (Ikegami et al., 2010; Pathak et 
al., 2007; Suryavanshi et al., 2010; Wloga et al., 2009). 
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B. Synthèse de l’axonème et poche ciliaire 
L’axonème constitue le cytosquelette microtubulaire du cil. Il est élaboré à partir du corps 
basal et bordé par la membrane ciliaire qui prolonge la membrane cytoplasmique. En dépit de ce 
continuum, la composition de la membrane du cil est très distincte de la membrane cytoplasmique, 
une barrière de diffusion la séparant du reste de la cellule. Cette barrière de diffusion ciliaire est 
composée à la base du cil par les fibres striées et les appendices distaux des corps basaux tous deux 
reliés à la membrane cytoplasmique d’une part, et à la zone de transition d’autre part, qui elle, relie la 
partie la plus distale du corps basal à la membrane de l’axonème (Hu and Nelson, 2011; Reiter et al., 
2012). L’apport des composants et leur transport le long de l’axonème sont effectués grâce à la 
machinerie de transport intra-flagellaire (IFT) spécifique. Les particules IFT sélectionnent les cargos à 
adresser vers l’axonème, le transport le long de l’axonème étant effectué par des mécanismes de IFT 
antérograde (noté IFTA, allant du corps basal jusqu’à l’extrémité de l’axonème) et rétrograde (noté 
IFTB, allant de l’extrémité de l’axonème jusqu’au corps basal), mettant en jeu des molécules de 
kinésines II et de dynéines 2 comme moteurs moléculaires, respectivement (cf. figure 7) (Pedersen and 
Rosenbaum, 2008). 
Dans la majorité des types cellulaires, un cil primaire est logé au fond d'une invagination 
membranaire riche en clathrine. Du fait de sa ressemblance avec la poche flagellaire de Trypanosome, 
site unique d'endocytose dans cet organisme, Ghossoub et coll. ont baptisé ce domaine « poche 
ciliaire ». La poche ciliaire interagit avec le cytosquelette d'actine, qui est important pour le bon 
positionnement du cil. Une même poche ciliaire est également détectée à la base des cils mobiles et 
flagelles, qui apparaîtrait comme une véritable interface d'interaction des cils avec le cytosquelette 
d'actine et différentes voies de trafic vésiculaire. L’observation en microscopie électronique de la 
poche ciliaire sur différents types cellulaires indique une organisation du cytosquelette relativement 
stable en fonction des types cellulaires cependant des différences dans l’organisation membranaire 
ont pu être observées : dans certains cas une poche ciliaire apparait directement à la membrane 
apicale où se situe le corps basal alors que dans d’autres types cellulaires la poche ciliaire apparait au 
niveau proximal du corps basal (Barnes, 1961; Latta et al., 1961; Munger, 1958; Sorokin, 1968). Deux 
modèles ont été proposés par Sorokin à partir de nombreuses observations de microscopie 
électronique. Une première voie d’assemblage dite extracellulaire où les corps basaux une fois ancrés 
à la membrane, recrutent des vésicules qui permettent l’assemblage du cil directement à la surface de 
la cellule comme observé dans les cellules multiciliées de l’épithélium respiratoire (Sorokin, 1968). La 
deuxième voie correspond à la voie d’assemblage intracellulaire. Dans ce cas, des vésicules cargo riches 
en clathrine (protéine structurelle constituant l’enveloppe de certaines vésicules), s’assemblent au 
niveau du corps basal, induisant la formation d’une poche appelée poche ciliaire. A partir de là,  
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l’axonème effectue son élongation, la poche ciliaire fusionne à la membrane cytoplasmique et le cil 
peut alors s’étendre et se prolonger à l’extérieur de la cellule (Ghossoub et al., 2011). 
 
C. Modifications post-traductionnelles des microtubules de l’axonème 
Les tubulines subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) dans la 
partie C-terminale des tubuline α et β. Parmi ces MPT, on peut citer des détyrosinations (Arce et al., 
1975), des acétylations (L'Hernault and Rosenbaum, 1985), des phosphorylations (Eipper, 1972), des 
glutamylations (Redeker et al., 1992) et des glycylations (Redeker et al., 1994). Ces modifications 
affectent la longueur des polymères, et une molécule de tubuline seule peut contenir plusieurs types 
de modifications sur plusieurs sites (cf. figure 8A). Ainsi les axonèmes matures peuvent être composés 
de plusieurs centaines d’isoformes distinctes de tubulines (Redeker et al., 2005). 
L’acétylation de la tubuline alpha a été une des premières MPT identifiées (Greer et al., 1985). 
L’axonème des cils est acétylé (Gaertig et al., 1995), et une absence d’acétylation n’affecte pas la 
formation du cil. Cependant, le rôle de l’acétylation dans le maintien de l’axonème reste à être 
confirmé. Concernant les glutamylations et les glycylations, ces MPT sont catalysées par les protéines 
TTL-like (TTLL), qui possèdent un certain degré d’homologie avec les TTL (Tubulin tyrosine ligase) 
(Ikegami and Setou, 2009), selon deux étapes distinctes : l’initiation et l’élongation. Ces deux étapes 
peuvent faire intervenir dans certains cas plusieurs TTLL. La phase d’élongation prend place 
progressivement après la synthèse de l’axonème et peut donc révéler si l’axonème est en cours de 
synthèse ou est dans un état de maintien. Les glutamylations sont des modifications des tubulines 
retrouvées de façon très abondante dans l’axonème des cils, les centrioles, les corps basaux ainsi que 
certains MT cytoplasmiques (Bobinnec et al., 1998). Les glycylations ne sont quant à elles observées 
que dans l’axonème des cils ou dans les corps basaux, et semblent restreintes aux seules cellules ciliées 
(Bre et al., 1996).  
L’injection d’anticorps reconnaissant les glutamylations dans des cellules de mammifères 
induit la déstabilisation des centrioles (Bobinnec et al., 1998). Des souris mâles mutantes de TTLL1 sont 
infertiles, mais aucun défaut structural n’affecte les cils motiles de la trachée. En revanche, leur 
motilité est fortement affectée (Ikegami et al., 2010; Vogel et al., 2010). De manière surprenante, chez 
les souris n’exprimant plus TTLL1 de façon constitutive, les cils battent beaucoup plus rapidement et 
sont caractérisés par un défaut de courbure du cil motile lors de la phase de rétablissement (cf. partie 
II. 2. J. 3) e). La force produite par la phase de rétablissement et la phase de propulsion (cf. partie II. 2. 
J. 3) e) s’annulent et la clairance mucociliaire est alors fortement affectée. Lors du battement ciliaire, 
les dynéines joue un rôle primordial. On distingue deux types de bras de dynéines: les bras de dynéines 
internes (IDA) et les bras de dynéines externes (ODA) (cf. partie I. 3. A). Les ODA affectent la fréquence  
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de battement ciliaire alors que les IDA affecte la courbure du cil motile lors du battement ciliaire (pour 
revue voire (Kamiya, 2002). Ainsi l’étude de mutants de TTLL6 et TTLL9 chez les protistes a permis de 
relier la glutamylation aux IDA (Kubo et al., 2010; Suryavanshi et al., 2010). 
Récemment, une étude à partir de cils d’épendymocytes de souris a révélé que ces 
modifications ont lieu dès l’apparition du cil motile et augmentent avec la maturation ciliaire (cf. figure 
8B), soulignant l’importance de TTLL3 et TTLL8 dans la stabilité du cil motile (Bosch Grau et al., 2013). 
Cette étude confirme de nombreuses observations effectuées dans d’autres modèles et montrent le 
rôle conservé au cours de l’évolution de ces MPT, même si l’identification et le rôle de toutes les 
enzymes impliquées demeurent encore incertains (la déplétion de certaines enzymes ne modifiant pas 
les tubulines, ce qui suggère des rôles redondants pour certaines d’entre elles) (Rogowski et al., 2009). 
TTLL6 serait importante pour la motilité ciliaire, alors que d’autres, comme TTLL1, n’induiraient aucun 
phénotype particulier (Bosch Grau et al., 2013). 
 
D. Contrôle de l’expression des gènes lors de la ciliogenèse 
Le contrôle de l’expression des gènes reliés à la ciliogenèse a été étudié tout d’abord chez 
Chlamydomonas et chez les échinidés. Dans ces deux modèles, des stress chimiques ou mécaniques 
permettent d’induire la perte des cils ou du flagelle, qui se reconstituent ensuite rapidement (environ 
90 min chez Chlamydomonas). Ainsi il a été montré que la reconstitution du flagelle est caractérisée 
par une augmentation importante d’ARNm codant pour les tubulines alpha et bêta (Keller et al., 1984). 
La reformation des cils chez les embryons d’échinidés a aussi révélé la présence de gènes reliés aux cils 
(Harlow and Nemer, 1987; Norrander et al., 1995). Des approches plus récentes ont permis de 
déterminer la présence de nombreux gènes impliqués dans la reformation du flagelle chez 
Chlamydomonas (Pazour et al., 2005; Stolc et al., 2005). Ces différentes études ont permis d’identifier 
de nombreux acteurs importants, impliqués notamment dans la composition des cils et des flagelles. 
Malgré ces travaux, la recherche de séquences consensus communes sur les promoteurs des gènes 
induits n’ont pas permis d’identifier avec certitude des facteurs de transcription pouvant contrôler leur 
expression (Pazour et al., 2005; Stolc et al., 2005). 
D’autres éléments de réponse ont été apportés par des études transcriptomiques effectués 
dans plusieurs tissus ciliés, où les facteurs de transcriptions FOXJ1 et RFX3 jouent un rôle important 
dans le déclenchement, le maintien ou l’élaboration de la ciliogénèse. 
FOXJ1 est conservé chez tous les vertébrés, un orthologue de FOXJ1 est présent dans le 
génome des planaires et des échinidés (Mazet et al., 2003). FOXJ1 est un facteur de transcription 
associé à la transcription des composants des cils motiles, y compris chez les invertébrés (Bonnafe et 
al., 2004; Stubbs et al., 2008; Vij et al., 2012; You et al., 2004; Yu et al., 2008b). Par ailleurs, dans les  
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cellules épithéliales respiratoires en cours de la différenciation multiciliée, l’expression de FOXJ1 est 
nécessaire à la disparition du cil primaire au profit de l’apparition de multiples cils motiles (Jain et al., 
2010). Il a d’ailleurs été montré que FOXJ1 contrôle directement l’expression de certaines dynéines, 
de protéines radiales et de composants des cils motiles (Chen et al., 1998; Jacquet et al., 2009; Stubbs 
et al., 2008; Yu et al., 2008b) (cf. tableau 1). Plus récemment, des expériences de ChIP (chromatin 
Immunoprecipitation) ont identifié d’autres cibles de FOXJ1 in vivo chez le poisson zèbre (Yu et al., 
2008b), cependant aucune analyse par séquençage haut débit des promoteurs associés n’a encore été 
effectuée pour identifier l’ensemble des gènes régulés par FOXJ1. Chez la souris, une analyse 
transcriptomique suggère que FOXJ1 pourrait contrôler l’expression d’environ 200 gènes (Jacquet et 
al., 2009). Chez la drosophile, le facteur de transcription FOXJ1 n’est pas conservé. Cependant on 
observe la présence d’un cil motile dans l’organe chordotonal (constituant l’appareil auditif chez les 
insectes), caractérisé par la présence de bras de dynéine. Ainsi, d’après cette observation il est admis 
que d’autres facteurs interviennent dans la motilité ciliaire. Chez la drosophile, il est proposé que le 
facteur FD3F joue un rôle homologue à FOXJ1 (Newton et al., 2012). 
La famille RFX de facteurs de transcription (Regulatory Factor, se fixant sur des régions 
promotrices à motifs X-box), présente chez la drosophile comme chez les vertébrés, participe au 
contrôle de la biogénèse des cils. Les cibles des RFX caractérisées dans différents modèles, indiquent 
clairement un rôle de la famille RFX dans la transcription d’un groupe de gènes codant pour des 
protéines associées au transport moléculaire, à l’assemblage et à la fonction du cil (Bonnafe et al., 
2004; El Zein et al., 2009; Piasecki et al., 2010). Chez les vertébrés, il existe plusieurs protéines RFX (7 
chez l’Homme et 5 chez la souris) qui reconnaissent des motifs de type X-box. La délétion de certaines 
protéines RFX abolit la ciliogénèse suggérant un rôle important dans la formation du cil. Chez la souris, 
la délétion unique d’un seul membre RFX n’est pas suffisante pour affecter la ciliogenèse dans 
l’ensemble des tissus, suggérant des mécanismes compensatoires par d’autres membres de la famille. 
Cette observation est renforcée par le fait que les RFX1/2/3 reconnaissent les mêmes motifs 
promoteurs, et que les autres membres n’induisent pas de phénotypes liés à des défauts de 
ciliogénèse. De façon intéressante, il est à noter la surexpression de RFX3 n’est pas suffisante pour 
induire le programme génique des cellules multiciliées cependant elle potentialise les effets de 
l’expression de FOXJ1 (Didon et al., 2013).  
Quelques autres facteurs semblent également impliqués dans la transcription de gène codant 
pour la formation des cils (cf. figure 9). Ainsi, le gène homéotique noto pourrait-il contrôler le niveau 
de transcription de FOXJ1, de RFX3 et de leurs gènes cibles (Beckers et al., 2007). Chez le poisson 
Médaka, noto est lui-même régulé par un gène de la famille polycomb : OLEED (EED chez la souris). De  
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manière intéressante, le mutant OLEED peut être reversé par la surexpression de l’orthologue de noto 
chez le poisson Médaka (Arai et al., 2009). 
 
4. Une vision de la ciliogenèse à la lumière de l’évolution 
A. Les cils chez les eucaryotes 
Les centrioles et les cils sont des structures très conservées au cours de l’évolution des 
eucaryotes. Les récentes expériences de séquençage et l’annotation de nombreux génomes 
eucaryotes couplées au criblage par ARN interférence (Balestra et al., 2013; Dobbelaere et al., 2008) 
et à l’identification par spectrométrie de masse des composants des centrioles et des cils (Andersen et 
al., 2003) ont permis d’établir des listes de protéines associées à la structure et à l’assemblage des 
centrioles/cils (Gherman et al., 2006; Inglis et al., 2006) (cf. figure 10). Les analyses phylogéniques 
suggèrent déjà leur existence au niveau du dernier ancêtre eucaryote commun (LECA pour Last 
Eukaryotic Common Ancestor) (Baldauf, 2003; Baldauf et al., 2000; Cavalier-Smith, 2002; Hedges, 
2002; Hodges et al., 2010). La plupart des organismes étudiés possèdent en effet un centriole avec une 
symétrie d’ordre 9, un cartwheel, des triplets de MT et un axonème avec la présence de 9 doublets de 
MT liés à des bras de dynéines internes et externes, entourant (éventuellement) une paire de MT 
centraux, ce qui suggère fortement la présence d’une telle structure chez LECA. Il existe cependant 
quelques exceptions au sein des eucaryotes: les champignons, les plantes supérieures à graines ou les 
algues rouges sont effectivement dépourvues de cils. Mais de manière intéressante, des analyses 
génomiques chez des plantes supérieures indiquent la présence d’orthologues ancestraux de protéines 
ayant un rôle dans la ciliogénèse (Hodges et al., 2011). Cela indiquerait une perte de cette organelle 
au cours de l’évolution au sein de cette branche (Baldauf et al., 2000; Marshall, 2009). 
 
B. Les différentes hypothèses pour l’apparition des cils 
 La question de l’apparition du cil et du centriole au cours de l’évolution apparait comme une 
parfaite illustration du problème classique de l’œuf et de la poule, puisque la création d’un nouveau 
centriole nécessite la présence d’un centriole père: comment dans de telles conditions, le centriole a-
t-il pu apparaître une première fois ? 
Contrairement à d’autres organelles qui se multiplient par fission, le centrosome dérive d’une 
manière semi-conservative d’un centriole père. Incidemment, de toutes les organelles eucaryotes qui 
s’auto-multiplient (noyau, mitochondries, chloroplastes, centrosome), le centrosome serait la seule 
organelle à ne pas posséder d’acides nucléiques. Cette caractéristique a conduit certains auteurs à  
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supposer qu’un pool d’acides nucléiques centriolaires non encore identifiés pourrait exister 
(Chichinadze et al., 2013; Lecuyer et al., 2007). 
 
1) Petits ARN centriolaires. 
Comme abordé à l’instant la présence d’ARN a été mise en évidence par différentes équipes 
et plus particulièrement la présence de petits ARN. Alliegro et collègues ont purifié 5 cnARN (ARN 
centriolaire), à partir de préparations de centrosomes purifiées à partir d’oocyte de mactre (Spisula 
solidissima) (Alliegro, 2008; Alliegro et al., 2006). Un seul de ces 5 cnARN (cnARN11) contient une phase 
ouverte de lecture pouvant coder une protéine, qui a été détectée par immunoblot. Les autres cnARN 
sont en revanche dépourvus de phase de lecture et sans homologie détectable avec des génomes 
connus. A noter que la séquence de cnARN11 contient des homologies de séquences avec une ARN-
polymérase reverse du maïs (Zea lays) qui a été localisée au niveau du centrosome et dont l’expression 
serait régulée en fonction du cycle cellulaire (Alliegro, 2008). Ce résultat, s’il était confirmé, ouvrirait 
la voie à l’identification d’un système de réplication autonome propre au centrosome. Malgré ces 
résultats, l’existence de cnARN fait toujours l’objet de débats dans la littérature et des questions de 
spécificité de détection sont soulevées, laissant ainsi la question de la présence d’ARN centriolaire 
ouverte à discussion. 
L’existence d’acides nucléiques centriolaire aussi bien dans des cellules de protozoaires ciliés 
que dans celles de mammifères fut suggérée par des travaux utilisant des agents intercalants sur des 
échantillons traités par différents types de nucléases. Le marquage détecté au niveau des centrioles 
était alors sensible au traitement par des RNAses mais pas par des DNAses (Dippell, 1976; McGill et al., 
1976; Randall and Disbrey, 1965 ). Ces résultats suggéraient donc plutôt la présence d’ARN centriolaire. 
Des études plus récentes ont caractérisé certaines espèces spécifiques d’ARN centriolaires (cnARN) et 
d’ARNm qui seraient associés aux MT du cytosquelette (Alliegro, 2008; Sharp et al., 2011). Pour l’heure, 
la présence d’ARN au niveau des centrioles a été documentée chez 4 organismes eucaryotes 
indépendants : le mactre Spisula solidissima (Alliegro et al., 2006), le xénope (Blower et al., 2007), 
l’escargot Ilyanassa (Kingsley et al., 2007) et la drosophile (Lecuyer et al., 2007).  
Mais depuis quelques années, l’avènement du séquençage et l’assemblage des génomes a 
permis d’identifier les acteurs qui sont conservés au cours de l’évolution des eucaryotes (O'Brien and 
Fraser, 2005). Dans le domaine des cils, la comparaison des séquences, l’étude des structures dans 
différents organismes modèles, les études de leurs compositions protéiques, placent le cil comme un 
organite commun à tous les eucaryotes analysés et présent déjà chez LECA pour assurer diverses 
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fonctions phares, dont la locomotion (Satir et al., 2008). Trois hypothèses sur l’origine ciliaire ont été 
émises : 
 
2) Le modèle endosymbiotique (Sagan 1967) 
Le modèle endosymbiotique propose que le cil soit apparu dans le cadre d’un mécanisme 
endosymbiotique avec un spirochète ou une archaebactérie. Cependant l’absence dans leurs génomes 
de composants du corps basal/cil a affaibli cette hypothèse qui fut pour un temps délaissée. Même en 
l’absence de données testables, cette théorie semble pourtant à nouveau revenir sur le devant de la 
scène avec la découverte des cnARN. Sous réserve que le rôle de ces ARN soit confirmé, le centriole 
pourrait être apparu par endosymbiose, à l’instar de la mitochondrie, et les cnARN seraient alors un 
vestige de cet évènement. A noter toutefois que les séquences identifiées dans l’oocyte de mactre 
sont absentes des autres génomes pour lesquels nous disposons de données complètes de 
séquençage. 
 
3)  Le modèle d’infection virale (Satir et al., 2007) 
 Le modèle d’infection virale propose une origine virale à la création des cils. Les auteurs 
émettent l’hypothèse qu’un virus à ARN disposant d’une symétrie d’ordre 9 aurait infecté une cellule, 
fournissant ainsi la structure de base du cartwheel. L’intégration de l’ARN viral dans le génome de la 
cellule aurait alors fourni l’ensemble de la machinerie permettant la synthèse de nouveaux centrioles. 
La multiplication et surtout la sortie des virus néosynthétisés passant par une voie d’exocytose, une 
première mutation affectant l’encapsulation du virus l’aurait bloqué sur la membrane plasmique. Dans 
un deuxième temps, le processus d’élongation des tubulines par la cellule hôte aboutissant à 
l’élongation de l’axonème se serait mis en place. Un tel phénomène d’élongation de certains mutants 
a déjà été observé chez le bactériophage (Kellenberger et al., 1965). 
 
4) Hypothèse autogène (Pickett-Heaps, 1974) 
L’hypothèse autogène proposée par Pickett-Heaps (Pickett-Heaps, 1974) postule un 
développement des corps basaux et du cil à l’aide de leurs éléments propres, sans recours extérieur. 
Cette organisation s’effectuerait grâce à un MTOC agissant sur les MT. La symétrie radiale d’ordre 9 
apparaitrait alors comme une optimisation de la motilité, des symétries d’ordre plus élevé étant 
dépourvues de motilité (Cavalier-Smith, 1978; Mitchell, 2004). De manière intéressante, les analyses 
génomiques indiquent que la plupart des composants des corps basaux n’ont d’équivalent ni chez les 
bactéries, ni chez les archaebactéries et ni chez les virus, mettant de la sorte en avant l’origine 
eucaryote de cet organelle (Carvalho-Santos et al., 2011). A noter qu’en revanche, des homologues de 
la tubuline existent bien chez les procaryotes (Lowe and Amos, 2009). 
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C. Classification des cils 
Les cils sont habituellement classés en fonction de leur motilité. Cette caractéristique se 
superpose en général avec des caractéristiques structurales: une organisation « 9+0 » correspondant 
à des cils non-motiles et une organisation « 9+2 » à des cils motiles (Wheatley et al., 1996). Cette 
classification initiale des cils ne permet de prendre en compte toutes les situations (cf. figure 11), ce 
qui conduit à les classer plutôt en quatre groupes distincts : 
 type « 9+2 motile » (cf. figure 11B): ce sont les cils motiles de l’épithélium mucocilié des 
voies respiratoires chez les mammifères, comme décrits par Sorokin (Sorokin, 1968). Chez 
les mammifères, on retrouve ce type de cils motiles à la surface des épendymocytes du 
plexus choroïde et des ventricules cérébraux ainsi qu’à la surface des cellules multiciliées 
des trompes de Fallope. On peut aussi distinguer les cils motiles des flagelles 
principalement en fonction de leur taille : le flagelle étant beaucoup plus long que le cil 
motile (Fawcett, 1981). Cependant, en raison de leur structure de type « 9+2 », et du fait 
de l’existence d’une machinerie IFT commune, ils sont généralement considérés comme 
structurellement semblables (Rosenbaum et al., 1999; Silverman and Leroux, 2009; Snow 
et al., 2004). 
   « 9+0 motile » : le cil nodal présente la caractéristique d’un axonème motile en dépit de 
l’absence de bras de dynéines, de structures radiales, et de paires centrales de MT 
(Bellomo et al., 1996). La présence de dynéines particulières dans ce type de cils 
expliquerait leur motilité (Olbrich et al., 2002). 
  « 9+2 sensoriel » : Ces structures ciliaires sont retrouvées sur la face apicale des cellules 
sensorielles cochléaires et vestibulaires. Au nombre de 150 environ par cellule, ces 
structures sont appelées « stéréocils » bien qu’ils ne soient pas des cils à proprement parlé 
car ils sont constitués de 3 000 filaments axiaux d’actine et sont reliés par des ponts de 
fibrine qui en assurent la rigidité. Leur assemblage constitue la touffe ciliaire. Les stéréocils 
se disposent différemment selon le type de cellules ciliées, dessinant un « W » sur les 
cellules ciliées externes, alignés en une rangée, en palissade, sur les cellules ciliées 
internes. Ils jouent un rôle essentiel dans la transduction mécano-électrique du signal 
acoustique ou du mouvement. Au milieu de ces stéréocils, on retrouve un cil unique : le 
kinocil. Il est plus long que les stéréocils et est composé d’un axonème de MT avec une 
paire de MT centraux (cf. figure 12). Par ailleurs, au niveau de l’épithélium olfactif, un autre 
type de cils appelés « cils olfactifs » se retrouvent au nombre de 6 à 8 à l’extrémité de 
chaque dendrite des cellules olfactives. Ces cils ont une structure atypique « 9+2 » non-
motile avec une longueur d’environ 200 µm. Ces cils olfactifs constituerait le composant  
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essentiel de l’organe olfactif où se ferait la détection par des récepteurs spécifiques des 
substances odorantes (Fawcett, 1981). 
 « 9+0 sensoriel » : retrouvés dans les cils sensoriels de l’œil (les cônes) et du rein (Seeley 
and Nachury, 2010). 
 Le cil primaire « 9+0 » (cf. figure 11A): Le cil primaire est retrouvé dans la quasi-totalité 
des cellules du corps humain à l’exception de quelques cellules spécialisées. Par exemple, 
dans les cellules multiciliées de l’épithélium respiratoire humain, le cil primaire disparait 
au profit des cils motiles au cours de la différenciation des cellules multiciliées (Jain et al., 
2010). Le cil primaire est du type « 9+0 » non-motile avec une absence de bras de dynéines. 
Dans la cellule, cette organelle forme une expansion de la membrane cytoplasmique en 
contact avec l’extérieur de la cellule. De manière générale, on l’observe dans les cellules 
quiescentes où sa biogenèse est étroitement associée au cycle cellulaire. En effet, lors de 
l’entrée en cycle, le cil primaire se désassemble (pour revue (Seeley and Nachury, 2010)). 
Longtemps considéré comme une structure vestigiale dénuée de tout intérêt, certaines 
propriétés du cil primaire découvertes lors des dernières années l’ont notamment 
impliqué dans de nombreuses pathologies humaines. Les recherches très actives qui le 
concerne s’expliquent du fait de son rôle central dans le contrôle de nombreuses voies de 
signalisation : Notch (Ezratty et al., 2011), TOR, Wnt, mais surtout Shh (Sonic hedgehog). 
De nombreuses études indiquent la présence d’acteurs centraux de ces voies de 
signalisation au niveau du cil primaire, et cette localisation spécifique apparait 
indispensable à la fonction correcte de ces voies. De plus, des défauts de cils primaires ont 
un impact sur ces voies de signalisation, qui aboutissent à des défauts touchant de 
nombreux processus développementaux, lors de pathologies regroupées sous le terme de 
ciliopathies (cf. partie II. 3) (Berbari et al., 2009; Gerdes et al., 2009; Goetz and Anderson, 
2010; Wheatley et al., 1996). 
 
L’objet de mon travail de thèse portant particulièrement sur l’étude des mécanismes 
contrôlant la biogénèse des cils motiles, je ne détaillerai pas davantage le cil primaire. La prochaine 
partie sera consacrée à la description des différents modèles expérimentaux de la multiciliogenèse.  
 
II. Les organismes multiciliés 
Les cils motiles sont présents chez la plupart des espèces animales, y compris chez de 
nombreux organismes invertébrés : protozoaires ciliés (e.g. paramécie, Tetrahymena), planaires (e.g. 
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vers aquatiques plats comme Schmidtea mediterranea, Platynereis dumerilii), larve d’oursin de mer, 
algue verte (Chlamydomonas reinhardtii). Ces modèles très utilisés en biologie du développement 
(evo/devo) ont permis d’augmenter de façon importante les connaissances des mécanismes  mis en 
jeu dans le processus de ciliogénèse. 
Les cils motiles sont conservés chez les vertébrés où ils sont retrouvés dans certains tissus 
spécifiques propres aux différentes espèces, ce qui a permis le développement de plusieurs modèles 
d’étude. Nous décrirons ici quelques modèles qui sont actuellement parmi les plus utilisés, et qui sont 
dérivés de l’Homme, de la souris du rat, du xénope ou du poisson zèbre. Mon travail de thèse s’est 
notamment focalisé sur deux modèles distincts de ciliogenèse : l’épithélium respiratoire humain et 
l’épiderme d’embryon de xénope. De ce fait, ces deux modèles seront plus particulièrement détaillés 
par la suite (cf. partie II. 3. B). 
 
1. Les épithéliums multiciliés chez l’Homme 
Les cellules épithéliales multiciliées présentent à leur surface des centaines de cils motiles. 
Chez tous les mammifères, on retrouve un épithélium multicilié au niveau de la paroi des ventricules 
cérébraux où grâce aux épendymocytes multiciliés, ils participent à la circulation du liquide céphalo-
rachidien (Shuangshoti et al., 1979). Au niveau du tractus génital féminin, leur présence dans les 
trompes de Fallope contribue au transport de l’ovule jusqu’à l’utérus (Mardh et al., 1976; Westrom et 
al., 1977). Nous verrons aussi que les voies respiratoires sont tapissées d’un épithélium mucocilié qui 
est indispensable à la mise en place de l’escalator mucociliaire utile à l’évacuation du mucus et des 
particules inhalées, contribuant ainsi à la première ligne de défense du tissu respiratoire (Barton and 
Lourenco, 1973).  
 
A. Plexus choroïde et parois ventriculaires cérébrales 
Le Liquide céphalo-rachidien (LCR) transporte les nutriments nécessaires et les métabolites 
produits durant un fonctionnement normal du système nerveux central. Sa production provient 
principalement des cellules épithéliales du plexus choroïde. Ces dernières possèdent des cils primaires 
et jouent le rôle de véritable senseur du LCR : elles permettent l’homéostasie du LCR en régulant la 
production et la composition chimique du LCR en fonction du niveau de différents facteurs circulants. 
Les épendymocytes sont des cellules gliales cylindriques multiciliées et polarisées qui forment 
un tissu dit « pseudoépithélial » dotés de cils motiles et de jonctions cellulaires. Leur origine 
embryonnaire est différente des cellules épithéliales puisqu’elles proviennent de la crête neurale 
(Mardh et al., 1976). Le « flux épendymaire » du LCR est assuré grâce au battement des cils motiles  
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présents sur les épendymocytes (Del Bigio, 1995). La présence de cellules multiciliées épendymales a 
été observée dans les zones ventriculaires de nombreux vertébrés : poissons, reptiles, oiseaux (Garcia-
Verdugo et al., 2002; Kishimoto and Sawamoto, 2012) mais aussi souris et homme. Les cils motiles des 
cellules épendymales sont de type « 9+2 ». De manière surprenant le battement ciliaire des cellules 
épendymales a été montré comme nécessaire pour la migration des neurones (Sawamoto et al., 2006). 
 
B. Les trompes de Fallope 
Chez l’Homme, et de manière plus générale chez les mammifères, un épithélium mucociliaire, 
composé de cellules multiciliées et de cellules sécrétrices de mucus tapissent la lumière de l’oviducte 
(appelé aussi trompes de Fallope) (Jansen, 1978). On divise habituellement la trompe de Fallope en 4 
parties distinctes : à partir de l’ovaire, la fimbria, l’infundibulum, l’ampulla et l’isthmus, ce dernier étant 
en contact avec l’utérus (cf. figure 13). La lumière de ces 4 parties est couverte d’un épithélium pseudo-
stratifié simple. Environ 50% des cellules sont multiciliées au niveau de la fimbria pour décroître à 
environ 30% au niveau de l’isthmus. Les cellules épithéliales restantes correspondent essentiellement 
à des cellules sécrétrices de mucus. La détection récente d’autres cellules, correspondant 
probablement à des cellules basales, établit un parallèle avec l’organisation observée dans le tissu 
respiratoire, et confère à ces dernières cellules un rôle de cellules progénitrices lors de la régénération 
de l’épithélium de l’oviducte (Paik et al., 2012). 
Le battement ciliaire permet le déplacement et la migration de l’ovule dans les trompes de 
Fallope jusqu’au lieu de nidation. A noter toutefois que les cils ne sont pas indispensables à ce 
processus, la contraction musculaire en étant le principal vecteur. De fait, certaines femmes atteintes 
de syndromes associés à une immobilité ciliaire parviennent à poursuivre jusqu’à son terme leur 
grossesse, sans problème d’implantation de l’embryon (McComb et al., 1986). Par analogie avec 
l’épithélium respiratoire humain, un rôle de protection et/ou d’évacuation du mucus serait donc 
associé à cet épithélium multicilié. 
L’épithélium de l’oviducte contient également des cellules sécrétrices de mucus, qui possèdent 
un cil primaire de type « 9+0 » (Hagiwara et al., 2008). Un rôle potentiel de régulateur de la sécrétion 
de mucus en réaction à la composition du fluide a été proposé pour ce dernier (Hagiwara et al., 2008). 
 
2. Les voies respiratoires  
A. Structure anatomique 
L’appareil respiratoire des mammifères terrestres est divisé en 2 parties distinctes (Crystal, 
1997; Fawcett, 1981; Hajj, 2006; Roux, 2010). Chez l’homme, on décrit : 
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- Les voies aériennes supérieures (aussi appelées voies extra-pulmonaires) qui regroupent 
les cavités nasales, les sinus, le rhino-pharynx et le larynx. Cette partie haute des voies respiratoires 
joue un rôle de convecteur afin de réchauffer et d’humidifier l’air inspiré et d’éviter le dessèchement 
de la muqueuse respiratoire au cours de l’inspiration.  
- L’arbre respiratoire, constitué de la trachée, des bronches, et qui aboutit aux alvéoles 
pulmonaires. Trachée et bronches assurent la conduction de l’air. L’arbre est constitué par environ 23 
divisions successives, dichotomiques et asymétriques. La première génération divise la trachée en 
bronches souches droite et gauche qui pénètrent dans chacun des deux poumons. Elles se ramifient 
ensuite en bronches lobaires au niveau de chaque lobe pulmonaire. Les générations suivantes de 
bronches se ramifient de manière dichotomique en bronches segmentaires (de la 2ième à la 8ième 
génération), puis en petites bronches, pour aboutir enfin aux bronchioles (de la 9ième à la 14ième 
génération) et aux bronchioles terminales (de la 15ième à la 19ième génération), constituant la fin des 
voies de conduction aériennes. Enfin, les alvéoles pulmonaires naissent des bronchioles terminales (de 
la 20ième à la 23ième génération) (cf. figure 14). La fonction essentielle de la partie distale de l’appareil 
respiratoire concerne l’échange entre l’air inspiré, enrichi en oxygène et l’air expiré, enrichi en dioxyde 
de carbone. 
 
B. Architecture histologique 
Les voies respiratoires humaines sont tapissées d’un épithélium dont l’organisation 
morphologique, la composition cellulaire et les propriétés diffèrent en fonction de sa position dans 
l’arbre respiratoire (Breeze and Wheeldon, 1977).  
Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles, l’épithélium respiratoire comprend un 
épithélium de surface, en contact direct avec l’air inhalé, et un épithélium glandulaire, situé dans la 
sous-muqueuse respiratoire et relié à la lumière des voies aériennes par des canaux collecteurs 
abouchant en surface au niveau de la lumière canalaire. Les glandes sous-muqueuses sont constituées 
d’un canal ciliaire, de canaux collecteurs, de tubules et acini muqueux, et d’acini séreux (Meyrick et 
al., 1969; Pastor et al., 1994). On estime à 4000 le nombre des glandes présentes dans la trachée adulte 
humaine (Tos, 1966). 
L’épithélium naso-trachéo-bronchique de surface est dit pseudostratifié car, bien que les 
noyaux des cellules présentent un aspect stratifié, ces dernières sont toutes en contact avec la lame 
basale, qu’elles atteignent ou non la surface des voies aériennes (McDowell et al., 1978).  
 
Mon travail expérimental ayant principalement porté sur la muqueuse nasale ou bronchique 
humaine, isolées à partir de biopsies de patients, ainsi qu’à la muqueuse trachéale murine isolée après  
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dissection de trachée de souris, je ne détaillerai dans cette partie les différents aspects anatomiques, 
histologiques et cellulaires que pour ces différents modèles. 
 
C. Les muqueuses nasales 
Les deux fosses nasales (gauche et droite) sont séparées par une cloison osseuse. Elles 
constituent l’orifice supérieur de l’appareil respiratoire, situées entre narine et choane. Elles 
contiennent un vestibule, situé sous les ailes du nez, puis les fosses nasales. Elles contiennent 
également les sinus (maxillaires, éthmoïdaux, frontaux, sphénoïdaux) qui sont des cavités 
pneumatiques creusées dans les os de la face (cf. figure 15). Les sinus sphénoïdaux, dans le corps du 
sphénoïde, débouchent dans les fosses nasales au niveau des méats, situés sous des replis des parois 
latérales appelés cornets. On dénombre trois cornets nasaux : supérieur, moyen et inférieur. Ce 
dernier, le plus développé, est constitué d’un os propre. Ces cornets permettent d’augmenter la 
surface de contact, puisque ainsi les deux fosses développent une surface de 160 cm2, pour un volume 
de seulement 20 cm3. 
 
Au niveau des cavités nasales il existe trois types de muqueuses : 
 Une muqueuse respiratoire (Crystal, 1997; Harkema, 1991), qui fait l’objet de notre étude. Elle 
est composée d’un épithélium pseudostratifié constitué en majorité de cellules multiciliées, 
de cellules basales, de cellules sécrétrices de mucus et de quelques cellules neuroendocrines 
(Jornot et al., 2007; Jornot et al., 2008) (cf. partie II. 2. I). Cet épithélium repose sur une lame 
basale et un chorion. Le chorion est un tissu conjonctif, très vascularisé et innervé, qui contient 
des tissus lymphoïdes associés, et de nombreuses glandes sous-muqueuses, exocrines et 
tubulo-acineuses incluant des glandes séreuses (qui sécrètent des solutions protéiques), des 
glandes muqueuses (qui sécrètent les mucines qui correspondent au constituant principal du 
mucus), et des glandes séro-muqueuses ou mixtes. Les glandes séreuses sont abondantes dans 
les fosses nasales mais rares dans les sinus nasaux.  
 Une muqueuse olfactive, composée d’un épithélium neuro-sensoriel responsable de 
l’olfaction et composée de cellules multiciliées non motiles. 
 Une muqueuse vestibulaire, qui assure une continuité avec la couverture cutanée externe, 
composée d’un épithélium épidermoïde pavimenteux stratifié, non kératinisé et résistant aux 
agressions physiques auxquelles l’expose sa position à l’entrée de l’axe aérien.  
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D. La muqueuse du pharynx 
Le pharynx, localisé à un carrefour aéro-digestif, et constitué d’une armature musculo-membraneuse 
recouverte de muqueuse, se décompose en 3 parties : 
- le rhinopharynx, uniquement en contact avec l’air, contient une muqueuse de type 
respiratoire, comme on en trouve tout au long des voies de conduction. Sa structure est 
identique à celle que nous avons vue au niveau des fosses nasales, excepté au niveau du 
chorion qui ne présente pas d’hypervascularisation. 
- l’oropharynx, en contact avec l’air (axe aérien) mais aussi avec le bol alimentaire (axe digestif). 
La muqueuse de l’oropharynx est constituée d’un épithélium de type épidermoïde, beaucoup 
plus résistant que l’épithélium respiratoire, comme on en trouve dans la partie haute du tube 
digestif (cavité buccale, langue et œsophage). 
- le laryngopharynx, cette partie du pharynx faisant partie du tube digestif, sa muqueuse est en 
prolongement avec la muqueuse œsophagienne. 
Les structures lymphoïdes surdéveloppées au niveau du pharynx forment des structures 
lymphoïdes secondaires appelées « amygdales ». 
 
E. La muqueuse du larynx 
Le larynx participant à la fois à l’axe aérien et à la phonation dispose d’une structure 
histologique adaptée à ces deux fonctions. Comme le pharynx, il est composé d’une armature fibro-
musculo-cartilagineuse recouverte de muqueuses. Le larynx faisant partie des voies aériennes, il est 
tapissé d’une muqueuse respiratoire, sauf en deux endroits, au niveau desquels l’épithélium 
respiratoire, trop fragile, ne pourrait persister : 
- La face supérieure de l’épiglotte qui appartient à l’axe digestif, puisque lors de la déglutition, 
après occlusion de l’orifice aérien, elle se trouve dans le prolongement de la base de la langue, en 
amont, et de l’œsophage en aval. 
- Les cordes vocales qui sont des expansions de la muqueuse laryngée formant 2 paires de 
replis : Les plis supérieurs ou plis vestibulaires (fausses cordes vocales) qui sont protégés des fortes 
pressions induites par la phonation. Ces plis ne nécessitant pas de protections particulières sont 
recouverts d’un épithélium prismatique, pseudostratifié, multicilié, mais présente quelques îlots 
d’épithélium épidermoïde. En revanche, les plis inférieurs ou plis vocaux proprement-dit, soumis aux 
contraintes de la phonation, sont recouverts d’un épithélium de type épidermoïde plus résistant, ainsi 
qu’un chorion sous-jacent particulier, occupé par un ligament, le ligament vocal et par un muscle strié, 
le muscle vocal. Il est mal vascularisé et ne dispose pas de glandes. 
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F. La muqueuse bronchique 
Les voies aériennes bronchiques sont recouvertes d’une muqueuse respiratoire, très proche 
de la muqueuse respiratoire des cavités nasales. Elle est constituée d’un épithélium de revêtement (ou 
de surface), pseudostratifié reposant sur une lame basale et un chorion sous-jacent. On distingue 
l’épithélium de revêtement localisé à la surface des voies respiratoires, en contact direct avec l’air 
inspiré de l’épithélium glandulaire, situé dans la sous-muqueuse. De nombreuses glandes sécrétrices 
sont localisées entre l’épithélium respiratoire bronchique et le chorion, dont l’activité sécrétoire est 
contrôlée par de nombreux médiateurs (Quinton, 1981). Elles sont formées d’un épithélium 
glandulaire sécréteur d’un fluide biologique riche en mucus et en molécules antimicrobiennes (Bals et 
al., 1998; Basbaum et al., 1990; Jeffery, 1983). Ces glandes sous-muqueuses sont composées de 
tubules et acini séreux, muqueux ou séro-muqueux, de tubules interconnectés et de canaux collecteurs 
(Meyrick et al., 1969). Les produits de sécrétion (mucus) s’accumulent au sein des canaux collecteurs, 
pour être sécrétés au niveau de la lumière des voies aériennes après passage par des canaux ciliaires 
bordés d’un épithélium cylindrique multicilié (cf. figure 16). 
- L’épithélium de surface est constitué en majorité de cellules multiciliées, de cellules 
basales, de cellules intermédiaires et de cellules caliciformes disséminées (cf. partie II. 2. I). La présence 
de nombreuses cellules multiciliées au niveau des conduits respiratoires est indispensable pour une 
propulsion efficace de la couche de mucus produit à la fois par les cellules sécrétrices de surface et par 
les glandes intra-épithéliales (muco-séreuses). L’épaisseur de l’épithélium de surface diminue au fur 
et à mesure de la descente dans l’arbre bronchique. Cet amincissement est associé à une diminution 
progressive du nombre de cellules multiciliées et de cellules sécrétrices de mucus au profit d’un autre 
type cellulaire, les cellules club (anciennement dénommées cellules de Clara).  
- L’épithélium glandulaire est caractérisé par la présence d’une majorité de cellules 
sécrétrices : les cellules à mucus et les cellules séreuses constituant respectivement 40 % et 60 % de la 
population totale. Les cellules à mucus contiennent de nombreuses granules de sécrétion. Ces 
vésicules, d’un diamètre variant de 300 à 1800 nm, sont remplies de mucines. Ces cellules permettent 
la sécrétion du mucus et sont localisées dans la partie proximale de la glande. Les cellules séreuses 
sont les cellules les plus distales de la glande. Elles sont impliquées dans la sécrétion d’eau et 
d’électrolytes et contiennent aussi au pôle apical de nombreux granules denses aux électrons, des 
vésicules sécrétoires de 300 à 1000 nm de diamètre, contenant de nombreuses macromolécules dont 
le lysozyme, la lactoferrine, des IgA sécrétoires ainsi que la peroxydase (Basbaum et al., 1990; Meyrick 
and Reid, 1970) (cf. partie II. 2. J. 4)). 
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G. L’épithélium bronchiolaire  
Au niveau des bronchioles, l’épithélium bronchiolaire ne présente plus qu’une à deux couches 
de cellules. Comme ci-dessus, cet épithélium est constitué de cellules cylindriques, mais les cellules 
multiciliées alors présentes sont moins hautes, et les cellules basales sont beaucoup moins 
nombreuses. L’épithélium bronchiolaire est dépourvu de cellules caliciformes, remplacée par les 
cellules Club, et une présence accrue de cellules neuro-endocrines (Cutz et al., 1985).  
- Les cellules de Club ou cellules bronchiolaires non-ciliées sont des cellules en dôme, de forme 
ovale ou cuboïdales chez l’homme, mais irrégulière chez les autres espèces (Plopper, 1983; Plopper et 
al., 1983). Leur nombre augmente au fur et à mesure des segmentations des voies aériennes 
bronchiolaires. Leur pôle apical faisant saillie dans la lumière bronchiolaire est bordé de microvillosités 
irrégulières et contient des grains de sécrétion de 300 à 600 nm de diamètre (Singh and Katyal, 2000). 
Elles possèdent un noyau en position basale, leur cytoplasme est riche en glycogène et en cytochromes 
P450, qui sont des enzymes impliquées dans la détoxification des xénobiotiques (Castell et al., 2005; 
Widdicombe and Pack, 1982). Les cellules Club sont impliquées dans : (1) la synthèse et la sécrétion du 
CC10 (Club Cell protein 10 Kda) ou CCSP (Club Cell Secretory Protein) qui joue un rôle anti-
inflammatoire en tant qu’inhibiteur de la phospholipase A2 (Mantile et al., 1993; Miller et al., 2007a; 
Miller et al., 2007b; Singh and Katyal, 1997; Stripp et al., 2000; Watson et al., 2001) ; (2) elles participent 
à la protection des voies respiratoires distales via leur capacité de détoxification des substances 
xénobiotiques et des gaz irritants inhalés (Stripp and Reynolds, 2008) ; (3) elles sécrètent enfin 
l’antileucoprotéase (De Water et al., 1986; Willems et al., 1988) et les protéines A et B du surfactant 
alvéolaire, et sont connues pour leur capacité d’échanges ioniques (Van Scott et al., 1987). Certains 
auteurs les définissent comme cellules progénitrices ou cellules souches de l’épithélium bronchiolaire, 
capables en cas de lésion de proliférer pour reconstituer un épithélium jointif (Emura, 1997).  
 
- Les cellules neuroendocrines, ou cellules à granules denses, ou cellules de Kultchitsky, ou 
cellules de Feyrter, ont été identifiées dans l’épithélium respiratoire de surface par microscopie 
optique. Ces cellules ont longtemps été considérées d’origine ectodermique, issues de la crête neurale 
; elles proviennent en réalité de l’endoderme du bourgeon pharyngien et représentent donc une sous-
population de cellules épithéliales (Warburton et al., 1998). Distribuées de façon éparse le long de 
l’épithélium des voies aériennes (Adriaensen and Scheuermann, 1993), elles se regroupent 
particulièrement au niveau bronchiolaire où elles forment des corps neuroépithéliaux (Linnoila, 2006). 
Leur forme pyramidale ou triangulaire est proche de celle des cellules basales, et elles sont toutes 
positionnées au contact de la lame basale. Chez l’homme, une étude très récente montre que les 
cellules neuroendocrines ont une forme de bouteille, d’une hauteur moyenne de 50 μm, leur corps 
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cellulaire se situant au niveau basal en contact avec la lame basale avec un prolongement du 
cytoplasme qui atteint la surface de l’épithélium respiratoire (Weichselbaum et al., 2005). Elles 
peuvent être distinguées par le profil d’expression de molécules biologiquement actives comme la 
sérotonine, la calcitonine, le CGRP (calcitonin gene-related peptide), la chromogranine A, la GRP, 
(gastrin related peptide), la BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et la bombésine, cette dernière 
étant impliquée dans le tonus vasculaire et musculaire bronchique, ainsi que dans la sécrétion du 
mucus et l’activité ciliaire (Polak and Bloom, 1986; Wharton et al., 1978a; Wharton et al., 1978b). Les 
peptides secrétés par les cellules neuroendocrines jouent un rôle déterminant dans le développement 
fœtal et dans la morphogenèse pulmonaire (Li et al., 1994; Sunday et al., 1990). En outre, les cellules 
neuroendocrines interviendraient dans la réparation et la régénération de l’épithélium bronchiolaire 
lésé, et pourraient représenter un réservoir de cellules souches/progénitrices au niveau bronchiolaire 
(Reynolds et al., 2000).  
 
H. L’épithélium alvéolaire  
L’épithélium alvéolaire est constitué de deux types de cellules: les pneumocytes I (PNI) et les 
pneumocytes II (PNII) (cf. figure 16). Les alvéoles sont recouvertes par une fine pellicule de surfactant 
contenant 85-90% de lipides, 10% de protéines et 2% de carbohydrates. Les principales protéines du 
surfactant sont SP-A et SP-D qui sont hydrosolubles, SP-B et SP-C qui sont hydrophobes et spécifiques 
du poumon (SP pour surfactant protein). Le surfactant maintient la valeur de la tension de surface afin 
d’empêcher le collapsus de l’alvéole, cette fonction étant principalement assurée par les polypeptides 
SP-B et SP-C (Johansson et al., 1992; Tafel et al., 2008). Le surfactant joue également un rôle dans la 
défense immunitaire du poumon via certains de ses composants qui peuvent stimuler la phagocytose 
et la capacité de dégradation et de migration des macrophages alvéolaires (Hoffman et al., 1987; 
O'Neill et al., 1984).  
 
1) Les pneumocytes I  
Bien que les PNI couvrent 95% de la surface alvéolaire environ (5100 µm2 environ), ils ne 
représentent que 37% de la population épithéliale alvéolaire du fait de leur forme aplatie. Ils possèdent 
peu d’organelles intracellulaires, témoignant ainsi d’une activité métabolique peu intense (Mercurio 
and Rhodin, 1976). Leur extrême finesse (0,1 à 0,5 μm d’épaisseur) permet d’expliquer un rôle 
important des PNI dans les échanges gazeux. Par ailleurs, la présence à leur surface membranaire de 
transporteurs et de canaux perméables au sodium (Na+/K+-ATPase et ENaC), indiquent aussi un rôle 
dans le transport d’eau et d’électrolytes (Borok et al., 2002; Dobbs et al., 1998; Johnson et al., 2002) 
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et notamment dans l’absorption  (Fang et al., 2002). Les PNI sont des cellules en phase de 
différentiation terminale, sans capacité de prolifération. 
 
2) Les pneumocytes II  
Les PNII, de morphologie plus cuboïdale, n’occupent que 5% de la surface alvéolaire tout en 
constituant 63% de la population épithéliale alvéolaire, avec un volume moyen qui vaut la moitié de 
celui du PNI (750 μm3 environ) (Crapo et al., 1982; Fehrenbach et al., 1995). Ils sont retrouvés dans les 
coins des septa alvéolaires et sont partiellement recouverts par des expansions cytoplasmiques des 
PNI auxquels ils sont liés par des jonctions intercellulaires (Castranova et al., 1988). Ils sécrètent le 
surfactant pulmonaire (Vallyathan et al., 1988). Cette grande activité de sécrétion est associée à la 
présence de corps lamellaires, organes de stockage du surfactant (Castranova et al., 1988). Les PNII 
ont également un rôle de cellules progénitrices, capables de générer des PNI. Les PNI et les PNII 
possèdent, tout comme les cellules de l’épithélium bronchique, de nombreux canaux ioniques (cf. 
partie II. 2. J. 2)) leur permettant de réguler le transport hydro-électrolytique transalvéolaire (Barbry 
and Hofman, 1997; Barbry and Lazdunski, 1996; Matthay et al., 1996; Matthay et al., 2005; Voilley et 
al., 1997). 
 
I. Les différents types cellulaires de l’épithélium respiratoire des voies 
aériennes supérieures. 
L’’appareil respiratoire est recouvert par un épithélium pseudo-stratifié dont les proportions 
et les types cellulaires varient en fonction de sa localisation dans les voies respiratoires (Breeze and 
Wheeldon, 1977; Busuttil et al., 1977; Serafini and Michaelson, 1977). Cette description se limitera aux 
types cellulaires présents dans les voies aériennes supérieures, qui sont celles sur lesquelles a porté 
mon travail expérimental.  
 
1) Les cellules multiciliées 
Les cellules multiciliées de l’épithélium respiratoire ont une forme cylindrique ou pyramidale, 
d’une hauteur d’environ 20 µm, pour une largeur variant de 7 µm (du côté apical) à 2 µm (à la base de 
la cellule) (Breeze and Wheeldon, 1977). Le battement coordonné de centaines de cils vibratiles à leur 
surface permet d’assurer la fonction de clairance mucociliaire. Chaque cellule multiciliée arbore à son 
pôle apical 200 à 300 cils motiles (Rhodin, 1966) dotée d’un axonème d’une longueur d’environ 7 µm 
de long et dont le diamètre moyen est de 0,25 μm environ. Des analyses en microscopie électronique 
chez la souris indique que la longueur du cil diminue en descendant dans l’arbre bronchique : de 7µm 
de long dans les zones supérieures de conduction, les cils ne mesurent plus qu’environ 3 à 4 µm dans 
les bronches (Greenwood and Holland, 1972). La couche de cellules multiciliées repose sur une 
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membrane basale de 40 à 60 nm d’épaisseur. Ce sont les cellules les plus nombreuses de l’épithélium 
de surface (cf. figure 16)  : elles représentent au niveau de la trachée ou des bronches plus de 56 % de 
la population cellulaire et ne représentent plus que 15% des cellules épithéliales dans les voies 
respiratoires plus distales (Serafini and Michaelson, 1977). Malgré ces différences de proportion, les 
structures des cellules multiciliées restent relativement constantes entre espèces, de même qu’au sein 
d’une même espèce au long de l’appareil respiratoire (Breeze and Wheeldon, 1977; Busuttil et al., 
1977). 
Le noyau est situé au niveau basal de la cellule alors que les mitochondries sont abondamment  
retrouvées au niveau apical de la cellule (Hansell and Moretti, 1969), fournissant ainsi de façon efficace 
l’énergie indispensable au battement ciliaire (Blanquart et al., 1995). Le battement ciliaire est 
coordonné, polarisé, dissymétrique et planaire (Sleigh, 1981). C’est la synchronisation du battement 
ciliaire qui permet le déplacement efficace du mucus vers le pharynx. Ex vivo, la fréquence de 
battement des cils de l’épithélium respiratoire est comprise entre 10 et 15 Hz (Zahm et al., 1990), la 
fréquence étant plus élevée dans les bronches proximales que dans les bronches distales (Rutland et 
al., 1982). La structure de l’axonème, du corps basal ainsi que du pied basal reste inchangée entre les 
différents épithéliums multiciliés eucaryotes. Tous partage une structure de type motile « 9+2 », 
caractérisée par la présence du doublet de MT centraux (cf. partie I. 3. A). Comme nous l’avons vu, 
l’interaction entre les MT et les bras de dynéines permet le glissement des doublets de MT nécessaire 
pour le battement des cils (Wanner et al., 1996). 
Les cellules multiciliées sont considérées comme différenciées de façon terminale, étant 
incapables de se diviser à nouveau pour proliférer (Kauffman, 1980; McDowell et al., 1983). Cette règle 
est susceptible d’être remise en cause avec la découverte du mécanisme de transdifférenciation des 
cellules multiciliées en cellules sécrétrices de mucus (Park et al., 2006a; Turner et al., 2011; Tyner et 
al., 2006). Les cellules multiciliées ne sont pas directement attachées à la lame basale par des 
hémidesmosomes, mais plutôt grâce à des desmosomes (cf. partie II. 2. J. 1)) qui les lient aux cellules 
adjacentes (Shebani et al., 2005). Outre leur rôle dans le transport du mucus par le battement ciliaire 
(cf. partie II. 2. J. 3) e), elles ont également un rôle dans les transports hydro-électrolytiques à travers 
la muqueuse respiratoire (Nadel, 1985), ainsi que dans la sécrétion de macromolécules (Varsano et al., 
1987). De plus, les cellules multiciliées expriment sur leur membrane apicale les protéines ENaC 
(Barbry and Lazdunski, 1996) et CFTR (Puchelle et al., 1992), impliquées dans les transports d’ions Na+ 
et Cl- (Fang et al., 2002; Shen et al., 1995) (cf. partie II. 2. J. 2)).  
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2) Les cellules basales 
Les cellules basales sont retrouvées dans l’ensemble des épithéliums stratifiés et pseudo-
stratifiés. D’un point de vue morphologique, on les distingue par leur petite taille, leur forme 
triangulaire et un rapport noyau/cytoplasme très élevé. Elles sont situées dans la partie la plus basale 
de l’épithélium respiratoire de surface au contact de la lame basale. Elles sont plus nombreuses au 
niveau proximal de l’arbre respiratoire où elles représentent environ 30 % de la population épithéliale 
et recouvrent à 90 % la lame basale (Mercer et al., 1994; Rock et al., 2009). Elles sont de moins en 
moins nombreuses au niveau distal (Baldwin, 1994) où elles ne représentent que 2 à 10 % de la 
population dans les segments bronchiolaires inférieurs à 0,5 mm (Boers et al., 1998). Leur nombre est 
fortement corrélé à la hauteur de l’épithélium de surface et est proportionnel à celui des cellules 
cylindriques (Evans et al., 1992; Evans et al., 1990; Evans et al., 1989; Evans and Moller, 1991). 
Les cellules basales sont rattachées à la lame basale par les hémi-desmosomes, et aux cellules 
épithéliales avoisinantes par des desmosomes, conférant ainsi cohésion et stabilité à l’épithélium 
respiratoire (cf. chapitre II. 2. J. 1) c) (Shebani et al., 2005). Elles se distinguent des autres cellules de 
l’épithélium respiratoire par l’expression de certains marqueurs intracellulaires comme les 
cytokératines-5, -13, -14 et -17 (Dupuit et al., 2000; Evans et al., 2001; Nakajima et al., 1998; Rock et 
al., 2009), des marqueurs membranaires comme le CD151 (« cluster de différentiation 151 » ou 
tétraspanine) et le facteur tissulaire (TF pour Tissue Factor) (Hajj et al., 2007), ou d’un marqueur 
nucléaire comme le facteur de transcription transformation-related protein 63 (TRP63) (Daniely et al., 
2004; Dellavalle et al., 2001). 
Dans la perspective d’identifier les cellules souches de l’épithélium respiratoire, des premiers 
travaux réalisés à partir de souris transgéniques créées sous promoteur de la cytokeratine-14, ont pu 
montrer qu’après lésions de l’épithélium in vivo, les nouvelles cellules multiciliées et sécrétrices de 
mucus qui repeuplent la région lésée dérivaient toutes deux des cellules basales (Hong et al., 2004a; 
Hong et al., 2004b). Ces résultats suggéraient ainsi que ces cellules basales pouvaient, outre leur rôle 
dans l’ancrage de l’épithélium respiratoire à la lame basale, jouer un rôle de cellules 
souches/progénitrices. Différents travaux ont montré par la suite que les cellules basales, triées par 
cytométrie de flux avec différents marqueurs basaux, étaient bien capables de redonner in vitro un 
épithélium mucocilié pleinement différencié (Hajj et al., 2007; Rock et al., 2009). Il est à présent 
clairement établi que ces cellules basales jouent un rôle important dans la régénération et la 
réparation de l’épithélium respiratoire lésé, comme le suggère aussi l’identification de signature 
transcriptomique associée à des récepteurs et des facteurs de croissance et de prolifération (Hackett 
et al., 2011). 
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3) Les cellules sécrétrices de mucus 
Les cellules sécrétrices de mucus sont aussi appelées cellules caliciformes, en raison de leur 
morphologie en forme de calice, ou cellules en gobelet (goblet cell en anglais). Comme les cellules 
multiciliées, les cellules sécrétoires sont de forme « cylindrique ». Dans l’arbre respiratoire depuis les 
fosses nasales jusqu’aux bronchioles, on les retrouve aussi bien dispersées au milieu des cellules 
multiciliées de l’épithélium de surface, où elles sont cinq fois moins nombreuses que les cellules 
multiciliées (Breeze and Wheeldon, 1977; McDowell et al., 1983; Wanner et al., 1996), qu’au sein des 
épithéliums glandulaires. Les cellules sécrétrices glandulaires sont 40 fois plus abondantes que les 
cellules sécrétrices épithéliales ou cellules caliciformes à mucus. De fait, 90% du mucus est 
effectivement sécrété par les glandes tubulo-acineuses de la muqueuse. Dans la trachée humaine, leur 
nombre est estimé à 6000-7000 cellules/mm² , et diminue dans la partie distale de l’épithélium de 
surface (Ellefsen and Tos, 1972). En revanche, elles sont absentes des zones d’échanges gazeux au 
niveau alvéolaire. In vivo, le temps de leur renouvellement a été estimé à 45 jours (Rogers, 2003b).  
En microscopie, les cellules sécrétrices de mucus sont caractérisées par un noyau et des 
organites cellulaires situés au niveau basal des cellules, avec un cytoplasme rempli par des granules 
sécrétoires peu denses aux électrons, principalement localisés dans leur pôle apical (Verdugo, 1990). 
Ces granules sont des grains de sécrétion de 800 nm de diamètre, occupant la majeure partie du 
cytoplasme (Jeffery and Li, 1997). Ils renferment un mélange de protéoglycanes neutres et acides 
riches en acide sialique et en sulfates. Ces protéoglycanes sont essentiellement des mucines, un des 
composants importants du mucus respiratoire (Verdugo, 1990). Les cellules sécrétoires différenciées 
expriment spécifiquement les cytokératines 7, 8 et 18 (Broers et al., 1989). Outre leur fonction 
principale de sécrétion des mucines, les cellules sécrétoires produisent aussi des protéines à activité 
anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires (Goodman et al., 1981), la peroxydase (Christensen et 
al., 1981; Christensen and Hayes, 1982), etc… Dans des conditions physiologiques normales, 
l’épithélium de surface comprend un petit pourcentage de cellules à mucus et une majorité de cellules 
multiciliées, permettant un équilibre entre quantité de mucus adéquate pour piéger les particules 
inhalées et évacuer par expiration. Dans certaines situations de stress ou pathologiques ou en réponse 
aux agressions environnementales (infections microbiennes, exposition à des agents xénobiotiques, 
toxiques, irritants), l'épithélium respiratoire augmente sa sécrétion de mucus, la toux permettant 
d’expectorer les débris trappés par le mucus. Une hyperplasie de cellules sécrétoires peut alors être 
observée, au détriment du nombre des cellules multiciliées (Rogers, 1994; Rogers, 2003a). Les cellules 
hyperplasiques expriment certaines molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Tesfaigzi et al., 2000). 
Des études ont montré que l’interleukine-13 (IL-13) et l’EGF (« epidermal growth factor ») était capable 
d’inhiber l’apoptose des cellules multiciliées et de promouvoir la transdifférenciation des cellules 
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multiciliées en cellules à mucus (Park et al., 2006a; Tyner et al., 2006). Par la suite, l'épithélium 
respiratoire se rétablit et la balance entre cellules à mucus et cellules multiciliées se normalise. Cette 
augmentation du nombre de cellules caliciformes dans certaines situations pathologiques est 
également observée dans des pathologies respiratoires inflammatoires chroniques telles que l’asthme, 
les dyskinésies ciliaires, la mucoviscidose ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) 
(cf. partie II.3.A.3). 
 
4) Les cellules intermédiaires ou parabasales  
Les cellules intermédiaires ou parabasales constituent 7 % de la population totale des cellules 
de l’épithélium bronchique et 33% des cellules prolifératives au niveau des voies aériennes de 
conduction. Elles sont localisées entre les cellules basales et cylindriques (Boers et al., 1998). Tandis 
qu’en microscopie optique, ces cellules ne semblent partager de caractéristiques morphologiques 
communes ni avec les cellules multiciliées, ni avec les cellules caliciformes, sécrétrices de mucus ou 
neuroendocrines, (Boers et al., 1998; Breeze and Wheeldon, 1977; Breuer et al., 1990; Donnelly et al., 
1982; Mercer et al., 1994), une étude en microscopie électronique à transmission a révélé en revanche 
des similitudes morphologiques avec les cellules basales. Fusiformes, ces cellules n’atteignent pas la 
surface de l’épithélium. Leur fonction demeure encore hypothétique. Elles pourraient constituer des 
éléments de transition en cours de différenciation en cellules multiciliées ou sécrétoires (Donnelly et 
al., 1982). D’après les travaux de Donnelly, elles pourraient aussi contribuer au renouvellement des 
cellules cylindriques en tant que cellules basales en cours de différenciation (Donnelly et al., 1982).  
 
5) Les cellules canalaires  
Ce sont les cellules des canaux glandulaires de l’épithélium trachéo-bronchique, qui sont en 
continuité avec les cellules de l’épithélium de surface. L’épithélium canalaire contient une grande 
majorité de cellules multiciliées, permettant la propulsion des sécrétions glandulaires vers le liquide 
de surface. C’est aussi au niveau de ces canaux glandulaires qu’une niche de cellules souches de 
l’épithélium trachéo-bronchique a été suggérée (Borthwick et al., 2001). 
 
6) Les cellules séreuses  
Les cellules séreuses (qui contiennent des protéines de type sérique) ont été décrites dans 
l’épithélium de surface de souris, de rats, de chats, de jeunes hamsters et de fœtus humains (Jeffery 
and Li, 1997; Pack et al., 1980). Elles ont également été décrites au niveau des petites bronches et 
bronchioles chez l’Homme (Rogers et al., 1993), mais ne sont exprimées que de façon transitoire lors 
du développement embryonnaire (Gaillard et al., 1994). Au niveau glandulaire, elles sont plus 
58 
 
nombreuses et ressemblent morphologiquement aux cellules séreuses de l’épithélium de surface. A 
l’inverse des cellules sécrétoires, leur cytoplasme contient des granules denses aux électrons de 
diamètre allant de 300 à 1800 nm (Meyrick and Reid, 1970). Ces granules renferment des protéines 
telles que le lysozyme (Hinnrasky et al., 1990), la transferrine (Bowes et al., 1981), ou 
l’antileucoprotéase (Franken et al., 1980). Les cellules séreuses sécrètent également des mucines 
neutres sulfatées (Lamb and Reid, 1970) et des substances non muqueuses telles que des lipides 
(Spicer et al., 1980).  
 
7) Les cellules myoépithéliales  
Présentes au pourtour des acini glandulaires formés par les cellules séreuses et muqueuses, 
les cellules myoépithéliales sont de forme allongée, positionnées à la base de l’épithélium glandulaire 
en contact avec la lame basale. Elles expriment la cytokératine 14 qui est caractéristique des cellules 
épithéliales basales, et l’α-actine caractéristique des fibres musculaires lisses. Elles entourent les 
glandes, et en se contractant, elles favorisent l’expulsion des sécrétions glandulaires depuis les tubes 
collecteurs vers la lumière des voies aériennes par la pression qu’elles exercent sur les glandes. Les 
tachykinines sécrétées par les terminaisons nerveuses, et surtout par les cellules inflammatoires au 
niveau glandulaire, favorise la contraction glandulaire via NK1, le récepteur de la substance P, qui est 
situé sur la membrane des cellules myoépithéliales (Springer et al., 2005), et dont l’activation stimule 
le cheminement des sécrétions glandulaires de mucus vers le liquide de surface. Ces médiateurs 
inflammatoires modulant l’hypersécrétion de mucus pourraient avoir une implication dans certaines 
maladies respiratoires chroniques telles que l’asthme, la BPCO ou la mucoviscidose. 
 
J. Les différentes fonctions de l’épithélium respiratoire 
Les voies respiratoires sont en contact permanent avec l’environnement extérieur et exposées 
continuellement à des molécules toxiques, agressives, ou à des agents pathogènes. L’épithélium 
respiratoire constitue une barrière physique et physiologique de défense protégeant l’organisme 
contre les fréquentes agressions externes. Cette propriété indispensable est assurée par plusieurs 
mécanismes associés, et dont l’orchestration est essentielle au maintien homéostatique de l’intégrité 
tissulaire. Le rôle de barrière physique requiert un ensemble cellulaire cohésif mettant en jeu de 
nombreuses jonctions spécifiques. La clairance mucociliaire, qui vise à éliminer les particules toxiques 
inhalées, nécessite i) une fonction et un battement coordonnées des cils motiles, ii) une constitution 
physico-chimique précise du volume périciliaire (électrolytes, ions, eau, protéines, mucines…), iii) une 
sécrétion épithéliale de molécules anti-microbiennes et de cytokines nécessaires à la mise en place 
59 
 
d’une fonction immune de l’épithélium et à son interaction efficace avec les cellules immunitaires 
environnantes.  
 
1) Intégrité de la barrière épithéliale  
L’épithélium respiratoire forme une barrière physique entre l’environnement extérieur et 
l’organisme. L’intégrité de cette barrière protège l’organisme des aéro-contaminants et autres agents 
pathogènes. La cohésion physique de la barrière est assurée par plusieurs types de complexes 
jonctionnels qui vont également définir la polarité apico- basal de l’épithélium (cf. figure 17).  
 
a. Les jonctions serrées  
Les jonctions serrées (zonula occludens) sont localisées au niveau apical de la membrane 
basolatérale des cellules épithéliales cylindriques où elles déterminent une barrière physiologique 
entre l’extérieur et l’intérieur de l'organisme en limitant le passage de molécules dans l’espace 
paracellulaire (Gumbiner, 1993). Elles établissent la polarité de la cellule en déterminant le domaine 
basolatéral et le domaine apical de la membrane cellulaire. Les jonctions serrées sont des complexes 
multiprotéiques incluant les protéines ZO1 (zonula occludens type 1), ZO-2 et ZO-3 (Gumbiner, 1993; 
Jesaitis and Goodenough, 1994). Leur association à plusieurs familles de protéines membranaires 
(occludines, claudines, JAM : Junctional Adhesion Molecule) établit une jonction serrée qui ceint l’apex 
de la cellule épithéliale. Si la jonction serrée constitue une barrière, elle reste cependant perméable à 
certaines petites molécules (transport paracellulaire).  
 
b. Les jonctions intermédiaires 
Pour renforcer la cohésion et l’adhérence intercellulaire de l'épithélium respiratoire, des 
jonctions intermédiaires ou jonctions adhérentes (zonula adherens) forment une ceinture 
jonctionnelle autour des cellules épithéliales en dessous des jonctions serrées. Elles sont constituées 
par les E-cadherines, protéines transmembranaires localisées au niveau de la membrane basolatérale, 
qui permettent des interactions entre chaque cellule adjacente. Chaque jonction intermédiaire est 
reliée au cytosquelette d’actine de la cellule par l’intermédiaire des caténines (α, β et p120-caténine), 
de l’α-actinine et de la vinculine (Shapiro and Weis, 2009). En plus de sa fonction structurale, la β-
caténine est au cœur de la régulation de la voie canonique Wnt. En effet la β-caténine est un effecteur 
clé de la transduction du signal vers le noyau, qui contrôle ainsi l’expression de certains gènes cibles 
impliqués dans la différenciation cellulaire dans de nombreux tissus (Valenta et al., 2012). Le rôle 
essentiel de cette ceinture est de renforcer l’intégrité de l’épithélium lors des modifications de formes 
générées par les changements conformationnels des filaments d’actine (Perez-Moreno et al., 2003). 
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c. Les desmosomes 
Les desmosomes (macula adherens) ont une distribution ponctiforme et sont distribués sur 
l’ensemble de la surface basolatérale en dessous de la ceinture des jonctions adhérentes. Ces jonctions 
d’ancrage sont caractérisées par la présence de plaques protéiques denses (les desmoplakines de type 
1, 2, 3 et 4) dans lesquelles s’insèrent les filaments intermédiaires de cytokératines des cellules 
adjacentes qui assurent ainsi cohésion et interaction intercellulaire (Baum and Georgiou, 2011).  
 
d. Les jonctions communicantes 
Les jonctions communicantes (ou gap junction) assurent une communication intercellulaire en 
formant des pores de large diamètre constitués principalement d’hexamères de molécules de 
connexines (Falk, 2000). Elles permettent la diffusion passive de molécules de petite taille (<1 kDa : 
AMP cyclique, nucléotides, Ca2+, l’inositol-1,4,5-tris-phosphate…) entre deux cellules adjacentes. Ces 
jonctions communicantes ont été impliquées dans de nombreux processus cellulaires (prolifération, 
différenciation, réparation, morphologie cellulaire) (Ahmad et al., 2001; Crespin et al., 2011; Willecke 
et al., 2002). 
 
e. Les hémidesmosomes 
Les hémidesmosomes sont des complexes multiprotéiques de 0,1 à 0,5 μm de diamètre, 
localisés spécifiquement au pôle basal des cellules épithéliales basales (Schwarz et al., 1990; Shebani 
et al., 2005). Elles sont situées contre la lame basale sous-jacente où elles assurent une fonction de 
stabilité cellulaire en ancrant les cellules via des hétérodimères d’intégrine α6β4 (Lee et al., 1992; 
Stepp et al., 1990). Ces jonctions agissent comme un transducteur de signal (Borradori and 
Sonnenberg, 1996). Elles sont aussi liées aux filaments de cytokératine permettant d’établir une 
connexion entre le cytosquelette et la matrice extra-cellulaire en particulier le collagène de type VII et 
la laminine 5 (Garrod, 1993). Ce sont des structures dynamiques qui interviennent au cours des 
processus de remodelage tissulaire par un assemblage et désassemblage de l’édifice moléculaire 
permettant ainsi de maintenir l’intégrité du tissu épithélial (Tsuruta et al., 2003). 
 
2) Les transports hydro-électrolytiques 
Une fonction essentielle des cellules épithéliales concerne le transport d’eau et d’électrolytes 
(Na+, Cl-, K+, Ca2+,…) qui permet de réguler le volume et la composition du liquide de surface des voies 
aériennes. Ces flux ioniques sont réalisés par l’intermédiaire de canaux ioniques et de transporteurs, 
localisé de manière asymétrique à la membrane apicale et basolatérale permettant la mise en place 
de transports vectoriels de fluide (Ussing and Zerahn, 1951). Un couplage complexe entre les 
transports de cations (principalement Na+) et les transports d’anions (principalement Cl-), associés à 
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des transports d’eau, permet une intégration des échanges hydro-électrolytiques à l’échelle du tissu 
entier. Les transports associés sont très importants pour réguler les mouvements d’eau à travers 
l’épithélium et intègrent les transports via la voie paracellulaire et des transports via la voie 
transcellulaire. Des protéines spécifiques, appelées aquaporines, assurent les flux transcellulaires 
d’eau. Ces transports contribue à l’hydratation optimale des voies aériennes et permettent d’assurer 
une clairance mucociliaire efficace (Boucher, 1994; Boucher, 2003; Chambers et al., 2007; Tarran et 
al., 2001; Widdicombe et al., 1997). 
Les transports ioniques transmembranaires peuvent se faire de manière passive, ou sinon 
active, lorsqu’il y a consommation d’ATP. Le cœur fonctionnel du transport actif est constitué par la 
pompe Na+-K+-ATPase dont l’activité est nécessaire pour le maintien des gradients électro-chimiques 
de Na+ et de K+ au niveau de la membrane plasmique. La première description physiologique d’une 
absorption active de Na+ a été réalisée en 1958 par Kœfœd-Johnsen et Ussing (Koefoed-Johnsen and 
Ussing, 1958). Selon ce modèle, le couplage entre l’électrodiffusion passive de sodium par des canaux 
ou des transporteurs de sodium présents à la surface de la membrane apicale (e.g. ENaC pour canal 
sodium épithélial) (Barbry and Lazdunski, 1996) et la sortie active du sodium intracellulaire par la 
pompe Na+/K+/ATPase située sur la membrane basolatérale génère un transport vectoriel 
transcellulaire de sodium. Un passage simultané d’un anion, (ion chlorure par exemple) ou d’un cation 
(le plus souvent ion potassique) permet de respecter l’électro-neutralité globale dans les différents 
compartiments, et s’accompagne éventuellement d’un transport de liquide.  
 La valeur du potentiel membranaire varie généralement entre deux valeurs extrêmes, qui sont 
définies proches des potentiels d’équilibre électrochimique de Nernst des ions sodium (situé aux 
environs de +100mV externe) et potassium (situé aux environs de -100mV externe). Le gradient 
électrochimique du Cl- se situe généralement au voisinage de ce potentiel de repos. Selon la position 
du potentiel d’équilibre de Nernst de l’ion Cl- (ECl= 58 log[Cl]i / [Cl]e) par rapport au potentiel de 
membrane, le sens de mouvement du Cl- à travers la membrane plasmique (sortant ou entrant) peut 
ainsi être modifié (Dawson et al., 1999)  
La réabsorption vectorielle de NaCl et d’eau peut mobiliser plusieurs systèmes de transports 
différents, en fonction du tissu considéré : NKCC2 (apical), cotransporteur Na+/Cl- (NCC), échangeur 
Na+/H+ (NHE) ou canal Na+ épithélial (ENaC). La présence d’une perméabilité sodique importante induit 
une dépolarisation de la membrane apicale et favorise l’absorption apicale de Cl- par des canaux Cl- 
localisés dans la membrane apicale (e.g. CFTR) (Fang et al., 2002). Le Na+ est ensuite relargué à 
l’extérieur par la pompe Na+/K+-ATPase et le Cl- par des canaux Cl- basolatéraux (Kunzelmann and Mall, 
2002; Kunzelmann and Schreiber, 1999). A l’inverse, le blocage de cette même conductance sodique 
(avec de l’amiloride par exemple (Barbry and Lazdunski, 1996)) va hyper-polariser la membrane 
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apicale, et inverser alors le sens de transport des ions Cl-, qui seront alors secrétés. Les ions Cl- sont 
transportés par différents systèmes dont le canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator) dont la dysfonction est responsable de la mucoviscidose (cf. partie II. 3. A. 2)), des 
échangeurs d’anion (AE) Cl-/HCO3-, divers familles de canaux Cl- dont la famille CLC qui peuvent être 
activés par différents messagers intracellulaires tels que le Ca2+, l’AMPc, le GMPc, diverses protéines 
kinases dont l’activation est induite par de nombreux médiateurs ou signaux extracellulaires (Jentsch 
et al., 2002; Kunzelmann and Mall, 2002; Kunzelmann and Schreiber, 1999; Nilius and Droogmans, 
2003). Le mécanisme de sécrétion active du Cl- nécessite une entrée de Cl- à travers la face basolatérale 
via un cotransporteur Na+/K+/Cl- (NKCC1), dont l’activité couplée à une pompe Na+/K+-ATPase fournit 
la force électromotrice nécessaire à ce transport (Jorgensen et al., 2003). Ce transport baso-latéral est 
couplé à une sortie apicale de Cl- qui a lieu par éléctrodiffusion à travers des canaux Cl-. Le mécanisme 
complet implique également l’ouverture de canaux K+ (SK4, KvLQT1). Le gradient ionique généré par 
la pompe Na+/K+-ATPase au pôle basolatéral permet de maintenir le gradient d’ions K+, différents 
canaux potassiques (dépendants du voltage et/ou du calcium) contribuant au maintien du potentiel 
de membrane. Une trentaine de canaux potassiques distincts au sein des voies respiratoires, situés de 
façon spécifique sur les pôles apicaux ou basolatéraux de cellules spécifiques, contribue indirectement 
à l’homéostasie des ions Na+ et Cl-, ainsi qu’au contrôle des volumes du liquide de surface ainsi que de 
sa composition. Il a enfin été montré que l’activité de certains canaux modulerait la prolifération et la 
migration de certains types cellulaires, ce qui pourrait avoir un impact sur la réparation du tissu 
respiratoire après lésion (Trinh et al., 2012; Trinh et al., 2007).  
L’ensemble de ces différents transports d’ions est sous le contrôle de médiateurs ou de signaux 
extracellulaires (e.g. noradrénaline, acétylcholine, nucléotides extracellulaires ATP, UTP, stress 
mécaniques...) (Marcet and Boeynaems, 2006; Quinton, 1999), qui vont ainsi pouvoir contrôler la 
composition du volume périciliaire, la fluidité du mucus, le battement ciliaire, et au final la clairance 
mucociliaire et l’activité antimicrobienne de certaines substances sécrétées par l’épithélium (Paisley 
et al., 2010). 
 
3) La clairance mucociliaire 
Les voies respiratoire constitue une surface de contact avec l’environnement de plus de 100 
m² qui représente de ce fait une porte d’entrée importante pour les agents pathogènes. La séparation 
en une zone de conduction (trachée et bronches qui représente de l’ordre de 25 à 30% de la surface 
totale d’échange) et une zone d’échange (les alvéoles qui représentent plus de 70% de la surface totale 
d’échange) permet une certaine optimisation des fonctions de l’organe, en réduisant notamment la 
présence des débris et des pathogènes dans la région la plus distale. Pour protéger l’organisme, 
l’épithélium respiratoire des voies aériennes supérieures est tapissé d’un film liquide visqueux 
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permettant l’élimination d’une partie importante des particules inhalées. Les cils motiles présents au 
pôle apical des cellules multiciliées, permettent par leur battement coordonné, l’expulsion des 
particules inhalées piégées dans ce film mucoïde par un mécanisme dénommé « clairance 
mucociliaire ». Il constitue ainsi une première ligne de défense contre les pathogènes. Cependant, dans 
certaines pathologies respiratoires comme l’asthme, la mucoviscidose ou les BPCO, on assiste à un 
remodelage de l’épithélium respiratoire associée à la perte des cellules multiciliées et à une hyper-
prolifération des cellules sécrétrices de mucus. La conséquence immédiate de ces modifications est 
l’altération de cette clairance mucociliaire.  
 
a. Le mucus 
Le mucus est composé à 95 % d’eau et 5 % d’ions et de protéines glycosylées, il forme un film 
tapissant l’épithélium respiratoire qui maintient son hydratation. Les protéines retrouvées 
majoritairement au sein du mucus sont les mucines. Les mucines sont des protéines filamenteuses de 
très hauts poids moléculaire fortement glycosylées par de nombreuses chaines O-glycaniques qui 
représentent 50 à 80 % de la masse totale (cf. figure 18).  
On distingue les mucines sécrétées et les mucines membranaires. Les mucines majoritaires 
sécrétées au niveau des voies aériennes, sont MUC2, MUC5AC, MUC5B. Leurs domaines riches en 
cystéines permettent l’oligomérisation et la polymérisation. Cette structure multimérique procure la 
configuration tridimensionnelle d’un gel (Van Klinken et al., 2000; van Klinken et al., 1998). Les 
mucines, MUC5AC et MUC5B, sont les molécules prédominantes dans la formation du gel de mucus 
(Hovenberg et al., 1996; Sheehan et al., 1999). La mucine MUC5AC est produite par les cellules 
caliciformes de l’épithélium de surface bronchique tandis que MUC5B est sécrétée majoritairement 
par les glandes de la sous-muqueuse (Hovenberg et al., 1996; Wickstrom et al., 1998). Les mucines 
membranaires, MUC1, MUC3, MUC4 et MUC13, possèdent un domaine glycoprotéique 
transmembranaire (Moniaux et al., 1999; Williams et al., 1999; Williams et al., 2001). Elles sont 
retrouvées également dans le mucus mais elles ne participent pas à la formation du réseau 
tridimensionnel. Les mucines confèrent au mucus des propriétés rhéologiques bien précises afin de lui 
établir des propriétés de viscoélasticité et de filance (capacité à former des fils) compatibles avec le 
transport mucociliaire (Puchelle et al., 1983). 
Les mucines sont responsables de la viscosité de la couche de mucus et leur sécrétion est 
régulée en fonction du contexte infectieux de l’épithélium : dans le cas d’infection à certains 
pathogènes (Barbier et al., 2012; Klinger et al., 1984) ou en réponse à certaines cytokines pro-
inflammatoires (Longphre et al., 1999; Shim et al., 2001), on observe une augmentation de la 
production et de la sécrétion de mucines. Un modèle de clairance mucociliaire détaillé plus loin met  
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en avant la capacité des mucines à former un maillage dense permettant de contenir les 
pathogènes et d’empêcher le contact direct avec les cellules épithéliales (Button et al., 2012). 
 
b. Le liquide de surface (ASL) 
Le liquide de surface est composé de deux phases distinctes : la phase « sol », ou liquide 
périciliaire, qui est l’espace dans lequel les cils motiles battent. La phase « gel » correspond à la couche 
de mucus mobile dans laquelle sont emprisonnées les particules inhalées. La phase « gel » est évacuée 
lors de la clairance mucociliaire par le battement coordonné des cils motiles.  
Le modèle conventionnel postule que les cils baignent dans un liquide très peu dense en 
mucines de manière à permettre le battement ciliaire. La couche de mucus formerait ainsi une couche 
protectrice mobile très dense en mucines, située au-dessus des cils motiles.  
Récemment, Button et collègues ont proposé un modèle type « gel sur brosse » dans lequel le 
battement coordonné des cils est expliqué en partie par un maillage dense de mucines reliant les cils 
motiles. Le maillage composant la couche périciliaire permettrait de filtrer certaines particules (Button 
et al., 2012). Ce modèle postule que la présence de deux couches distinctes est maintenue par la 
création d’une pression osmotique dépendant de la composition en mucines qui est différente entre 
les deux couches. Dans des conditions non-pathologiques, un équilibre « visco-chimique » permet le 
maintien des deux couches. En revanche, dans des cas d’hypersécrétion de mucus, la pression 
osmotique induit une diminution de la hauteur du liquide périciliaire, qui a pour conséquence directe 
des défauts de battements ciliaires et une altération de la clairance mucociliaire.  
 
c. Phase Gel 
La phase gel, composée à 97% par de l’eau, se structure en un réseau dense de mucines. La 
présence des mucines (principalement Muc5AC et Muc5B) confère à cette couche certaines 
caractéristiques physiques : le mucus est élastique et visqueux. Muc5AC et Muc5B forment des 
polymères dits homotypiques : un seul type de mucines est retrouvé dans chaque polymère. 
L’enchevêtrement de ces polymères de mucines s’effectuent par la création de liaisons non covalentes 
calcium-dépendantes et forment ainsi un maillage dense, avec une porosité d’environ 500 nm. Cela 
confère une viscosité et une élasticité qui dépendent de la concentration en mucines (Thornton et al., 
2008; Thornton and Sheehan, 2004) (cf. figure 19). Cependant, la largeur du maillage confère une 
perméabilité à certains petits virus à capsides hydrophiles qui sont ainsi capables d’infecter les voies 
respiratoires.  
En revanche dans certaines pathologies respiratoires, l’hypersécrétion de mucus consécutive 
à une inflammation peut aboutir à une augmentation de la concentration de mucus qui peut  
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représenter jusqu’à 15% de la phase « gel » et affecter alors la clairance mucociliaire (Thornton and 
Sheehan, 2004).  
 
d. Liquide périciliaire 
Le liquide périciliaire (LPC) était encore défini il y a peu comme une couche aqueuse dénuée 
de mucus, de manière à permettre le battement ciliaire. L’épaisseur de cette couche apparaissait 
comme étroitement dépendante de sa composition ionique (Tarran, 2004) (cf. partie II. 2. J. 2)): un LPC 
trop mince induit l’écrasement des cils par la couche de mucus, empêchant ainsi le battement ciliaire. 
A l’inverse un LPC trop épais empêche l’action des cils sur la couche de mucus (Sleigh, 1981). De 
nombreuses protéines et peptides aux propriétés antimicrobiennes (défensines, chimiokines) et 
immunologiques (interleukines, cytokines, chimiokines) sont retrouvés dans le LPC et contribuent à 
assurer la défense de l’épithélium respiratoire (Bals et al., 1998; Bowes et al., 1981; Cole et al., 2002; 
Dajani et al., 2005). 
Récemment, Kesimer et collègues ont combiné des approches de protéomique et de microscopie pour 
démontrer la localisation exclusive de MUC5AC et de MUC5B au sein de la couche de mucus et son 
absence du LPC. (Kesimer et al., 2013). Ces études montrent que MUC1, MUC2, MUC16 et MUC20, des 
mucines associées aux membranes, sont retrouvées dans le LPC. Des expériences de microscopie 
électronique révèlent des localisations préférentielles sur certains types cellulaires : les auteurs 
mentionnent notamment la présence de MUC4 et MUC20 sur les cils motiles (Kesimer et al., 2013).  
 
e. Battement ciliaire 
Le battement de cils est la base du processus de clairance mucociliaire qui est indispensable à 
la défense de l’organisme (Knowles and Boucher, 2002). De nombreuses pathologies respiratoires sont 
associées à un défaut de clairance mucociliaire. Une meilleure caractérisation des différents 
événements moléculaires contrôlant le battement ciliaire est indispensable pour comprendre les 
mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans certaines pathologies respiratoires comme la 
mucoviscidose, les BPCO, l’asthme et les dyskinésies ciliaires.  
Le battement ciliaire est un système synchronisé entre les centaines de cils présents à la 
surface d’une même cellule multiciliée, qui est également coordonné entre les cellules multiciliées 
adjacentes. Des expériences indiquent une vitesse de propulsion de liquide par les cils motiles de 0,5 
mm par seconde (King et al., 1974) pour une fréquence de battement ciliaire comprise entre 7 Hz et 
20 Hz (Sanderson and Dirksen, 1985). Un mouvement plan asymétrique se met en place, caractérisé 
par 2 phases distinctes : une première phase rapide dite effectrice et une deuxième phase lente dite 
de rétablissement (cf. figure 20). 
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Lors de la phase effectrice, le cil est dans un plan perpendiculaire par rapport à l’épithélium 
(Sanderson and Sleigh, 1981). A ce moment, l’extrémité de l’axonème est en contact direct avec la 
couche de mucus et permet sa propulsion. 
La deuxième phase de rétablissement, correspond au retour à la position initiale sans affecter 
la propulsion de la couche de mucus. Lors de cette phase, l’axonème du cil se courbe, puis revient à sa 
position initiale dans un plan incliné par rapport à l’épithélium (Sanderson and Sleigh, 1981). 
Chaque cellule multiciliée étant composée de plusieurs centaines de cils motiles, un décalage 
entre les battements des cils d’une même cellule permet de générer une vague à la surface de 
l’épithélium respiratoire pour ne pas entraver le battement des cils motiles voisins (cf. figure 20).  
Quelques études mettent en évidence certains acteurs indispensables pour le battement 
ciliaire qui n’affectent pas la structure du cil : ces études mettent en avant l’importance des mesures 
sur plusieurs paramètres ciliaires pour évaluer l’impact sur la clairance mucociliaire (Horani et al., 2013; 
Moore et al., 2013). Par exemple, Horani et collègues montrent que la mutation de CCDC65, un 
membre du complexe régulateur nexine-dynéine, induit un battement ciliaire anormal affectant la 
direction et donc l’efficacité de la clairance mucociliaire (Horani et al., 2013). Par ailleurs, le battement 
ciliaire est contrôlé par divers signaux ou médiateurs extracellulaires (e.g. nucléotides, ATP, UTP…) qui 
agissent via la voie de signalisation calcique (Morse et al., 2001; Murakami and Eckert, 1972). 
 
f. Modèle « Gel-on-Brush » 
Le modèle conventionnel postule que la couche de mucus est « suspendue » au-dessus du LPC 
grâce au battement ciliaire. En utilisant des billes fluorescentes de différents diamètres, Button et 
collaborateurs ont réussi à discriminer le gel de mucus du LPC. De manière opposée à ce que le modèle 
conventionnelle postule, l’arrêt du battement ciliaire n’induit pas un mélange des deux couches, 
indiquant la présence dans le LPC d’une couche solide que Button et collègues interprètent par la 
présence d’un réseau dense de structures macromoléculaires rattaché à la membrane épithéliale 
comme suggéré par la présence de certaines mucines dans le LPC (Kesimer et al., 2013; Kesimer and 
Sheehan, 2012). Ils expliquent ainsi que le LPC soit composé de mucines rattachées aux membranes 
des cellules épithéliales excluant les mucines « libres » et formant ainsi deux couches distinctes. Les 
mucines membranaires apparaîtraient ainsi comme les poils d’une brosse dont le manche 
correspondrait à un cil (cf. figure 21). 
Une notion est introduite par les mêmes auteurs, qui postulent que ce maillage dense tendrait 
à coordonner des cils motiles au sein même de l’épithélium respiratoire. L’utilisation de billes 
fluorescentes de diamètres différents indique que le maillage devient de plus en plus dense à proximité 
des cellules épithéliales, et observent une exclusion des billes au-delà de 40 nm de diamètre, taille 
excluant de facto de nombreux pathogènes (bactéries, champignons et certains virus) qui seront ainsi  
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retenus dans le gel de mucus mobile et donc éliminés par la clairance mucociliaire. En cas de 
déshydratation du mucus, observée dans de nombreuses pathologies respiratoires (e.g. 
mucoviscidose), c’est moins l’augmentation de la viscosité du mucus qui empêcherait le battement 
ciliaire que l’écrasement de l’espace périciliaire. La séparation des deux couches induirait des échanges 
osmotiques entre les deux couches lors de déshydratation, et la rétractation du LPC induirait ainsi un 
« écrasement » des cils motiles empêchant leur mouvement ciliaire et affectant la clairance 
mucociliaire (Button et al., 2012). 
 
4) Défense immunitaire de l’épithélium respiratoire  
L’air inhalé est susceptible de contenir une multitude d’agents pathogènes, d’aéro-
contaminants et d’autres particules polluantes. Confrontés à ces risques, l’épithélium respiratoire 
dispose d’un arsenal de molécules de défenses sécrétées dans le mucus et possédant des activités 
antibactériennes, antivirales et antifongiques. 
- Le lysozyme est une protéine basique enzymatique et antimicrobienne, sécrétée en très 
grande quantité (0,1 à 1 mg/mL dans les sécrétions respiratoires), par les cellules glandulaires et les 
cellules caliciformes de l’épithélium de surface ainsi que par les macrophages alvéolaires, et les 
neutrophiles (Konstan et al., 1982). 
- La lactoferrine, une glycoprotéine de la famille des transferrines, est une glycoprotéine 
enzymatique de 80 kDa fixant des ions ferriques (Metz-Boutigue et al., 1984). Elle est retrouvée dans 
plusieurs sécrétions telles que les larmes ou la salive (Levay and Viljoen, 1995; Lonnerdal and Iyer, 
1995). Elle est présente dans les vésicules de sécrétions secondaires des neutrophiles et dans les 
granules de sécrétion des cellules glandulaires séreuses (Finkbeiner et al., 2010). Elle a une activité 
bactériostatique et bactéricide mais possède également des propriétés anti-inflammatoires.  
- Les défensines : ce sont de petits peptides cationiques dotée d’une activité antimicrobienne 
touchant bactéries, parasites, moisissures et virus (Martin et al., 1995). Les défensines respiratoires 
sont principalement synthétisées et excrétées par les cellules épithéliales et les cellules phagocytaires. 
Il existe 2 types de défensines : les α-défensines et les β-défensines. Les α-défensines, également 
appelées HNP (Human Neutrophil Peptides) sont retrouvées dans les grains azurophiles des 
neutrophiles (Harwig et al., 1994). Elles sont impliquées dans les phénomènes mitogéniques et 
chimiotactiques (Chertov et al., 1996; Murphy et al., 1993). Elles contribuent à la réparation de 
l’épithélium respiratoire en activant la prolifération cellulaire (Aarbiou et al., 2002). Les β-défensines, 
ou HBD (Human Beta Defensin), sont sécrétées par les cellules de l’épithélium et des glandes des voies 
aériennes (Singh et al., 1998) en réponse à une stimulation par le LPS et les cytokines telles que le TNF-
α et l’interleukine-1β. Elles sont actives contre les bactéries GRAM positives et négatives (Ganz, 2003; 
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Oppenheim et al., 2003). Leur activité antimicrobienne est étroitement liée au niveau de la 
concentration en ions Na+ et Cl- du milieu extracellulaire (Pezzulo et al., 2012). 
- Le SLPI (ou Secretory Leukocyte Protein Inhibitor) est une protéine secrétée de 11.7 kDa 
exprimée par les macrophages, les neutrophiles et les cellules séreuses de l’épithélium respiratoire 
(Melrose et al., 1992). SLPI est abondamment retrouvé au niveau pulmonaire. Le domaine C terminal 
possède une activité inhibitrice de l’élastase neutrophilaire ainsi que de la cathepsine G, jouant un rôle 
important dans le maintien de l’intégrité tissulaire. Il possède une activité antibactérienne et antivirale 
(Gauthier et al., 1982). 
- La cathélicidine (LL-37) est une protéine antimicrobienne appartenant à la famille des 
cathélicidines. Elle est retrouvée dans les granules spécifiques des neutrophiles, les lymphocytes et les 
cellules épithéliales respiratoires (Agerberth et al., 2000). Elle est présente sous une forme inactive et 
le précurseur (hCAP-18) a besoin d’être clivé par la protéinase 3. Elle a une action chémo-attractante 
vis-à-vis des cellules immunitaires au foyer d’inflammation ou d’infection. Cependant, la LL-37 a une 
activité réduite dans le cas de la mucoviscidose où son action bactéricide est inhibée.  
- Lactopéroxydase : Les cellules épithéliales des voies respiratoires peuvent sécréter la 
lactopéroxydase intervenant lors des infections des voies aériennes (Christensen et al., 1981). 
L’inhibition de la lactopéroxydase entraine une diminution de la clairance bactérienne dans les voies 
respiratoires (Gerson et al., 2000). La lactopéroxydase a une fonction antivirale (Pourtois et al., 1990; 
Tenovuo et al., 1995), anti-fongique (Lenander-Lumikari et al., 1992; Popper and Knorr, 1997) et 
possède un spectre d’activité contre Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia et Haemophilus 
influenzae (Wijkstrom-Frei et al., 2003).  
- Cytokines/Chimiokines : L’épithélium respiratoire est une barrière physique complexe 
qui joue aussi un rôle intrinsèque dans l’immunité innée et adaptative par l’intermédiaire de la 
production de nombreuses cytokines et chimiokines lui permettant d’interagir étroitement avec les 
cellules immunitaires environnantes (Giovannini-Chami et al., 2012; Marcet et al., 2007; Stick and Holt, 
2003). Les cellules épithéliales, dans les voies respiratoires comme ailleurs, sont en effet une source 
de médiateurs inflammatoires comme les peptides antimicrobiens mais aussi de nombreuses 
cytokines (Bals and Hiemstra, 2004). En réponse à un stress ou à un signal extracellulaire donné, les 
cellules épithéliales peuvent sécréter diverses cytokines ou chimiokines telles que la chimiokine CCL20 
(Marcet et al., 2007; Starner et al., 2003; Stick and Holt, 2003) également appelée macrophage 
protéine inflammatoire-3a (MIP-3a), Exodus-1 ou LARC (Schutyser et al., 2003). Dans les voies 
respiratoires, CCL20 a une double action: elle attire les cellules immunitaires dont les cellules 
dendritiques, mais possède aussi une activité antimicrobienne comme les défensines (Reibman et al., 
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2003; Starner et al., 2003). Il existe une interaction étroite entre les cellules épithéliales et les cellules 
dendritiques sous-jacentes, notamment via la sécrétion de nombreux facteurs par les deux types 
cellulaires (Schmidt et al., 2011; Upham and Stick, 2006). Les cellules dendritiques sont capables de 
s’insérer entre les jonctions serrées des cellules épithéliales adjacentes et capter les bactéries 
directement à partir de la lumière et activer ainsi une réaction immune. De plus certains facteurs 
épithéliaux (CCL20, TSLP) modulent la fonction des cellules dendritiques (Rimoldi et al., 2005).  
Les mécanismes régulant ces réactions immunes jouent un rôle important dans des 
pathologies respiratoires comme l’asthme ou la mucoviscidose qui sont associées à une infection des 
voies respiratoires et/ou une réponse inflammatoire exagérée, caractérisée par l'afflux de 
polynucléaires (neutrophiles ou éosinophiles, en fonction de la pathologie) et des concentrations 
élevées de cytokines (e.g. IL-8, interférons, IL4, IL13, ou IL-5) dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire (Balough et al., 1995; Giovannini-Chami et al., 2012). Les nucléotides extracellulaires 
apparaissent aussi comme des régulateurs importants de la réponse immune au sein de l’épithélium 
respiratoire (Marcet and Boeynaems, 2006; Marcet et al., 2007). 
 
3. Défauts ciliaires & pathologies respiratoires (Ciliopathies) 
A. Ciliopathies non motiles 
Parmi les nombreuses ciliopathies d’origine génétique qui ont été identifiées au cours des 
dernières années, la plupart des mutations décrites affectent le cil primaire en entrainant l’apparition 
d’autres symptômes cliniques. Dans ce paragraphe, je détaillerai très brièvement ces pathologies car 
elles ne sont pas forcément reliées directement à des défauts des cils motiles des voies respiratoires. 
Le cil primaire n’est pas motile mais joue un rôle primordial dans la transduction de signaux 
(Berbari et al., 2009), notamment au cours du développement embryonnaire. Ainsi, des mutations de 
protéines impliquées dans l’assemblage de l’axonème, comme par exemple KIF3A et KIF3B qui sont 
des dynéines de la machinerie du IFT, entrainent des défauts développementaux précoces, y compris 
des défauts de symétrie droite/gauche (Hirokawa et al., 2006).  
Les défauts de ciliogenèse observés dans les syndromes Bardet-Biedl ou BBS affectent de 
nombreux organes. Différentes présentations cliniques sont observées en fonction des patients: 
obésité, rétinite pigmentaire, polydactylie, atteintes rénales, perte de fonction des gonades 
(hypogonadisme). On regroupe sous ce terme les patients présentant certains de ces symptômes, 
cependant d’autres manifestations cliniques peuvent apparaitre en fonction de la mutation (cf. pour 
revue (Tobin and Beales, 2009)). Ces mutations affectent les protéines BBS qui sont des protéines 
localisées soit au niveau du corps basal soit au niveau des cils. A l’heure actuelle une quinzaine de 
protéines sont à l’origine de ces pathologies. Par ailleurs, des mutations de protéines  du cil primaire 
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spécifiquement exprimées dans certains tissus vont causer des défauts restreints aux tissus touchés : 
par exemple la mutation des gènes codant pour RPRG (retinitis pigmentosa GTPase regulator) ou 
RPGRIP1 (RPGR-interacting protein 1) n’affecte que la rétine, où elle provoque une rétinite pigmentaire 
(Ferreira, 2005).  
Certaines pathologies respiratoires sont associées à une clairance mucociliaire défectueuse et 
à des défauts de cils motiles qui peuvent être directs ou être la conséquence d’autres désordres 
pathologiques :  
 Défaut direct du Cil : c’est le cas des dyskinésies primaires. Des mutations sur des gènes codant 
pour des acteurs importants pour la motilité des cils peuvent affecter la clairance mucociliaire 
(pour revue voir (Waters and Beales, 2011)). 
 Hypersécrétion de mucus : plusieurs facteurs peuvent influencer la variation de l’hydratation 
du mucus, le changement dans ses composants du mucus ou de leur proportion. Ces 
différentes situations mènent à une accumulation du mucus empêchant la clairance 
mucociliaire et facilitant le développement d’infections ou d’inflammations de l’épithélium 
respiratoire. 
 Remodelage défectueux de l’épithélium de surface : dans certaines pathologies respiratoires 
(mucoviscidose, BPCO, asthme sévère), l’épithélium subit des modifications importantes avec 
notamment une disparition progressive des cellules multiciliées au profit d’une hyperplasie 
sécrétoire caractérisée par une augmentation durable du nombre de cellules à mucus (Cohn, 
2006). Cela aboutit à une augmentation de la quantité de mucus, qui altère la clairance 
mucociliaire et facilite donc les infections respiratoires.  
 
A noter que l’hypersécrétion de mucus et l’hyperplasie sécrétoire, si elles correspondent à des 
caractéristiques communes des maladies respiratoires chroniques comme les dyskinésies ciliaires, la 
mucoviscidose, l’asthme ou la BPCO (Cohn, 2006), apparaissent davantage comme des effets 
secondaires de ces pathologies dont les étiologies impliquent avant tout des processus 
inflammatoires : dans l’asthme, une inflammation plutôt médiée par des cellules Th2 en réponse 
notamment à un allergène et conduisant à une éosinophilie ; dans la mucoviscidose ou dans la BPCO, 
une inflammation associée à une réponse inflammatoire neutrophilique probablement induite par une 
infection microbienne ou un stress (e.g. molécules toxiques, fumée de cigarette). La recherche de 
nouveaux acteurs clés dans ce contexte est nécessaire pour établir de nouvelles stratégies 
thérapeutiques permettant la restauration des cils motiles fonctionnels à la surface des cellules 
épithéliales respiratoires et donc une clairance mucociliaire efficace. 
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1) Les Dyskinésies Ciliaires Primitives 
Les Dyskinésies Ciliaires Primitives (DCP) ou « syndrome des cils immobiles » sont des 
pathologies autosomiques récessives qui touchent directement à l’intégrité ou la fonctionnalité du cil 
motile. A l’heure actuelle, plus d’une vingtaine de protéines différentes ont été impliquées dans les 
DCP. Le diagnostic de cette pathologie nécessite des mesures structurales et de motilité des cils qui 
sont particulièrement lourdes et délicates à mettre en œuvre (microscopie électronique, 
vidéomicroscopie,…). Par ailleurs, un dépistage génétique de cette maladie peut être effectué bien 
qu’au vu de la quantité importante de protéines entrant la biogénèse des cils motiles, de nombreuses 
mutations restent sûrement encore à être découvertes. D’un point de vue génétique, les mutations 
sont retrouvées sur des gènes codant pour les dynéines internes ou externes, constituant les moteurs 
moléculaires nécessaires à la motilité des cils (Merveille et al., 2011; Mitchison et al., 2012; Panizzi et 
al., 2012). Deux gènes, DNAL1 et DNAH5, codant pour des dynéines du bras externes, expliquent à eux 
seuls près de la moitié des cas de DCP (Mazor et al., 2011; Olbrich et al., 2002). L’implication de la 
mutation DNAH5 dans l’apparition de situs inversus a été identifiée par Olbrich et collègues (Olbrich et 
al., 2002). Les patients DCP développent des infections respiratoires, une infertilité masculine et la 
présence dans 50% des cas de situs inversus (syndrome de Kartagener). L’asymétrie droite-gauche lors 
de l’organogenèse est liée à la distribution anormale des organes internes et des viscères qui s’établit 
en fonction du flux liquidien à l’intérieur de la cavité blastocélique. Une inversion du sens de rotation 
du liquide aboutit à un situs inversus chez 50% des patients atteints de DCP. Ces patients présentent 
des infections respiratoires à répétition liés aux défauts de clairance mucociliaire et à l’absence de 
motilité des cils motiles des voies respiratoires. La « stagnation » du mucus favorise la colonisation 
microbienne au niveau des voies respiratoires, et aboutit in fine à des insuffisances respiratoires. Ces 
symptômes sont très proches de ceux observés dans la mucoviscidose (cf. partie II. 3. A. 2)). D’ailleurs, 
les nombreux progrès médicaux réalisés dans le domaine de la mucoviscidose ont pu être mis à profit 
pour mieux soigner les symptômes respiratoires des patients DCP. L’apparition des premiers 
symptômes respiratoires est très variable, du fait probablement dans la grande variabilité 
génotypique. Le plus souvent, les patients consultent pour des problèmes respiratoires chroniques, et 
le diagnostic de la DCP peut être conforté par la présence d’un situs inversus. 
 
2) La mucoviscidose 
La mucoviscidose, ou Cystic Fibrosis (CF), est la plus fréquente des maladies héréditaires 
autosomiques récessives graves dans les populations d'origine européenne, avec une incidence 
d’environ une naissance sur 2500 (Navarro et al., 2001). En France, environ 250 nouveaux cas de 
mucoviscidose avérés sont pris en charge chaque année. Ceci permet d'évaluer à environ 6000 le 
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nombre actuel de patients atteints en France. Statistiquement, une personne sur 25 en moyenne serait 
porteuse d’une mutation à l’état hétérozygote (dit « porteur sain »), ce qui correspond à plus de deux 
millions de personnes soit environ 5% de la population générale en France. Cependant, la fréquence 
de l'affection varie selon l'origine géographique et ethnique des patients. Il n’existe à ce jour aucun 
traitement curatif. En l'absence de traitement palliatif, la médiane de survie est de 3 à 5 ans. La rapidité 
du diagnostic est donc décisive car la précocité des soins et de la prise en charge du malade par une 
équipe médicale spécialisée permet d’éviter l’apparition de lésions irréversibles. C’est un facteur 
essentiel qui permet d’augmenter considérablement la qualité et l’espérance de vie des malades qui 
est estimée actuellement à environ 47 ans. En 1989, une équipe américano-canadienne a identifié le 
gène responsable de la mucoviscidose. Ce gène, dénommé CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane 
conductance Regulator, code pour la protéine CFTR, un canal Cl- appartenant à la superfamille des 
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989). Son activité de 
canal Cl- est régulée par des phosphorylations majoritairement par la protéine kinase dépendant de 
l’AMPc (PKA), mais aussi par d’autres kinases comme les PKC ou PKG (Billet and Hanrahan, 2013). Par 
ailleurs, son fonctionnement nécessite la fixation et l’hydrolyse de molécules d’ATP au niveau de ses 
deux domaines de liaison à l’ATP (Akabas, 2000). Une fois activé, le canal CFTR s’ouvre et permet le 
passage sélectif d’anions (Cl- mais aussi iodure, bromure, et bicarbonate), jusqu'à son inactivation par 
déphosphorylation via des phosphatases (Gadsby and Nairn, 1999a; Gadsby and Nairn, 1999b). Dans 
la mucoviscidose, la mutation de ce canal conduit à sa dysfonction et à une altération des transports 
d’ions Cl- mais aussi à une perturbation associée des transports d’autres molécules. Ces défauts se 
manifestent principalement au niveau des épithéliums et des glandes exocrines, lieux où le canal CFTR 
se retrouve principalement exprimé (Davis and Cowley, 2006; Kreda et al., 2012). A l’origine considérée 
comme une maladie monogénique, il s’avère aujourd’hui que la mucoviscidose est une maladie 
complexe impliquant de nombreuses mutations du gène cftr (plus de 2000 à l’heure actuelle). Des 
gènes modificateurs, et d’autres facteurs sont à considérer qui contribuent à des tableaux cliniques 
complexes, où des mutations identiques peuvent aboutir à des présentations différentes de la maladie 
(Bombieri et al., 2000). 
Bien que n’étant pas l’objet central de mon travail de thèse, la mucoviscidose étant associée à 
des défauts importants de clairance mucociliaire et de réparation tissulaire (Donaldson et al., 2007; 
Livraghi and Randell, 2007), nous avons choisi d’effectuer des études comparatives entre un 
épithélium « normal » et un épithélium CF au cours du processus de différenciation. C’est pourquoi j’ai 
choisi au cours de cette introduction de détailler brièvement cette pathologie respiratoire. Je 
n’évoquerai pas ici la physiopathologie liée au dysfonctionnement du canal CFTR mais je m’attarderai 
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plutôt sur les défauts de liquide de surface des voies respiratoires, de la réparation du tissu respiratoire 
CF et sur les modèles animaux développés pour étudier la mucoviscidose. 
 
a. Modifications du liquide de surface 
Dans les voies respiratoires, une des conséquences majeures des perturbations ioniques 
provoquées par l’absence ou la dysfonction de CFTR est un épaississement et une augmentation de 
viscosité du mucus, probablement dues à une déshydration et une réduction concomitante de la 
hauteur du LPC (Boucher, 2007a; Boucher, 2007b; Button et al., 2012). En conséquence, les cils motiles 
se retrouvent écrasés, affectant leur battement et donc la clairance mucociliaire. Le mucus plus 
visqueux, et difficilement évacué par une clairance mucociliaire réduite, va devenir un nid propice aux 
infections par de nombreux pathogènes (Pseudomonas Aeruginosa, Staphylococus Aureus, 
Hemophilus Influenzae, Aspergillus). Ces états infectieux chroniques sont inévitablement associés à un 
état inflammatoire récurrent caractérisé notamment par une infiltration de neutrophiles, ainsi qu’à 
une insuffisance respiratoire chronique, principale cause de mortalité et de morbidité chez les patients 
CF (Heijerman, 2005). Dans la mucoviscidose, une des principales questions encore en suspens est de 
savoir si l’état inflammatoire du tissu respiratoire précède l’infection ou alors si elle n’en est que la 
résultante. Comme nous l’avons vu plus haut (cf. partie II. 2. J. 4)), l’épithélium respiratoire sécrète de 
nombreuses molécules anti-microbiennes qui sont sensibles aussi bien aussi bien aux concentrations 
extracellulaires de Na+ et de Cl- qu’au pH (Pezzulo et al., 2012). L’installation de niches microbiennes 
au niveau des voies respiratoires CF et la susceptibilité des patients CF à développer des infections 
respiratoires chroniques pourraient aussi impliquer une déficience de l’activité anti-microbienne de 
ces molécules en conséquence d’une composition altérée (pH acide et concentrations en Na+, Cl- 
modifiées) du LPC due aux défauts de CFTR et des transports d’ions (cf. figure 22). En accord avec cette 
hypothèse, une étude récente a montré à partir d’un modèle porcin de mucoviscidose (Rogers et al., 
2008b), que le liquide de surface des voies respiratoires était diminué et plus acide chez le cochon CF, 
et que l’activité antimicrobienne était inhibée par cet acidification du mucus (Pezzulo et al., 2012). Cela 
aurait pour conséquence de favoriser la colonisation des poumons par certains pathogènes comme 
Pseudomonas Aeruginosa. Cette étude suggère qu’un traitement permettant de restaurer le pH du 
liquide de surface à un niveau physiologique pourrait permettre de retrouver une activité anti-
microbienne naturelle des voies respiratoires CF. En accord avec cette hypothèse, certaines études 
mettent en avant une perte d’efficacité de certains antibiotiques à des pH plus acides, ce qui peut 
poser un problème d’efficacité de traitements antimicrobiens dans la mucoviscidose (Moriarty et al., 
2007). 
79 
 
 
80 
 
b. Remodelage de l’épithélium de surface 
Les infections répétées du tissu respiratoire conduisent à sa destruction progressive associée 
à une fibrose pulmonaire et à un remodelage de l’épithélium. L’épithélium respiratoire CF est 
caractérisé par une hyperplasie sécrétoire caractérisée par une augmentation massive du nombre de 
cellules à mucus ainsi qu’une métaplasie squameuse, aboutissant à une perte progressive des cellules 
multiciliées (Gilljam et al., 1987; Tiddens et al., 2000; Voynow et al., 2005). A l’heure actuelle les 
facteurs entrainant ce remodelage épithélial sont peu connus. A partir d’un modèle de xénogreffe chez 
la souris, Coraux et collaborateurs n’ont pas observé de différences majeures de différenciation entre 
un épithélium respiratoire contrôle et un épithélium CF. Cependant, la prolifération plus rapide des 
cellules basales CF révèle le caractère hyperprolifératif et hyperplasique des cellules basales CF 
(Voynow et al., 2005). De manière intéressante un agent pharmacologique correcteur du canal CFTR 
(VRT-325) permet de restaurer leur prolifération à un état proche de celui observé dans les cellules 
non-CF (Trinh et al., 2012). 
 
c. Modèles animaux d’étude de la mucoviscidose 
La souris a été pendant les 20 dernières années un modèle important pour l’étude de la 
mucoviscidose, l’obtention du premier modèle murin de la mucoviscidose ayant même fourni une des 
premières preuves de concept sur la modélisation de maladies génétiques humaines. Bien que ces 
modèles soient fastidieux à mettre en place et que les processus de différenciation en phénotype 
multicilié soit plus longs que chez d’autres organismes modèles, ils possèdent de fortes similitudes de 
fonction et de composition avec l’épithélium respiratoire humain et représentent ainsi un avantage 
incontournable pour l’étude des pathologies respiratoires humaines. La première souris invalidée pour 
le gène cftr a été générée en 1992 (Clarke et al., 1992; Snouwaert et al., 1992). Cependant, des 
phénotypes différents ont été obtenus, en fonction des fonds génétiques et des mutations étudiées 
(Colledge et al., 1995; Dorin et al., 1992a; Dorin et al., 1992b; Hasty et al., 1995; Ratcliff et al., 1993; 
Rozmahel et al., 1996). L’écueil principal du modèle CF murin est que les souris développent 
principalement des atteintes intestinales, mais pas ou peu d’atteintes pulmonaires (Grubb and 
Boucher, 1999). En revanche, elles développent des obstructions digestives majeures (ileus meconial) 
entrainant la mort prématurée des souriceaux probablement avant même l’apparition des premiers 
symptômes respiratoires (Kent et al., 1997). Il a été proposé que l’expression d’autres canaux Cl- dans 
les poumons de souris puisse compenser l’absence ou la dysfonction de CFTR et éviter l’apparition de 
phénotypes pulmonaires CF chez la souris (Boucher, 1999). Ces difficultés ont contraint la 
communauté scientifique à chercher à élaborer de nouveau modèles animaux de la mucoviscidose. Le 
modèle porcin apparait comme une alternative crédible à la souris pour l’étude de la mucoviscidose. 
Le porc présente un appareil respiratoire assez comparable à l’Homme (McLaughlin et al., 1966). Il y a 
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quelques années, un modèle porcin portant la délétion du canal CFTR a été mis au point (Rogers et al., 
2008a; Rogers et al., 2008b). Ce modèle présentent des symptômes semblables à l’Homme (Welsh and 
Smith, 2001) : une obstruction intestinale (iléus méconial), la destruction pancréatique exocrine, la 
présence de « cirrhose » biliaire focale, anomalies des canaux déférents et symptômes respiratoires 
(Meyerholz et al., 2010; Ostedgaard et al., 2011; Pierucci-Alves et al., 2011; Rogers et al., 2008b). 
 
3) Asthme et BPCO 
L’asthme et la BPCO, sont deux pathologies respiratoires d’étiologie souvent différentes mais 
semblables sur certains points et ayant une incidence très élevée dans les pays développés et en voie 
de développement. Comme nous allons le voir, elles présentent de nombreuses caractéristiques 
communes avec notamment une inflammation du tissu respiratoire et un remodelage de l’épithélium 
respiratoire aboutissant à la perte des cellules multiciliées et donc de la clairance mucociliaire. Des 
analyses de coupes pulmonaires de patients indiquent des caractéristiques spécifiques à chacune des 
deux pathologies. Ainsi, l’asthme se caractérise par une inflammation excessive du tissu respiratoire 
en réponse à certains allergènes, alors que la BPCO est dû à une réaction inflammatoire à la suite de 
contact avec certains agents chimiques, comme la fumée de cigarette. Ces différentes localisations 
ainsi que les facteurs déclenchant ces pathologies respiratoires, peuvent potentiellement refléter la 
différence immunologique à l’origine de ces pathologies respiratoires. Tout d’abord, les inflammations 
du tissu respiratoire observées dans l’asthme affectent les voies proximales avec dans le cas d’asthmes 
sévères des inflammations au niveau alvéolaire, cependant le parenchyme pulmonaire n’est pas 
affecté. De manière très différente, les BPCO sont caractérisées par l’inflammation des tissus 
respiratoires au niveau alvéolaire mais aussi au niveau du parenchyme pulmonaire débouchant sur des 
emphysèmes pulmonaires. Cependant, certains patients atteints de BPCO présentes des évidences 
d’inflammation au niveau plus proximal. Au niveau immunologique, ces pathologies respiratoires sont 
dues à une exacerbation de la réponse lymphocytaire. Dans l’asthme on observe une exacerbation de 
la réponse lymphocytaire de type II. Lors du contact avec des allergènes, le patient asthmatique 
développe une sensibilité accrue aux IgE activant les mastocytes. Les mastocytes ainsi activés relâchent 
de nombreux facteurs broncho-constricteurs comme certaines prostaglandines et certains activateurs 
des lymphocytes Th2. Les lymphocytes Th2 jouent un rôle central dans l’inflammation associé à cette 
pathologie avec la sécrétion des interleukines IL-4, IL-5 (inflammation induite par les éosinophiles) et 
IL-13 qui d’une part stimulent la production d’IgE par les lymphocytes B et d’autre part induisent 
l’hyperplasie sécrétoire (Shim et al., 2001; Turner et al., 2011; Tyner et al., 2006). La production 
excessive d’IgE initialise un cercle vicieux participant à l’exacerbation de la maladie, qui se traduit chez 
les patients par une infiltration important de mastocytes dans le tissu respiratoire. L’origine 
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immunologique chez les patients atteints de BPCO est très différente. A la suite de lésions de 
l’épithélium respiratoire, une étape de réparation et de réépithélisation se met en place afin que le 
tissu retrouve sa fonction biologique. Les cellules épithéliales sécrètent alors de nombreux facteurs 
dont le TGF permettant leur migration afin de repeupler le lit de la blessure. Néanmoins, une 
surexposition au TGF peut parfois conduire à une transformation des cellules épithéliales en cellules 
mésenchymateuses par un mécanisme de transition épithelio-mésenchymateuse (EMT). Le TGF est 
par exemple secrété en réponse à l’inhalation de la fumée de cigarette favorisant une EMT. Dans des 
situations pathologiques, on assiste à une apparition progressive de foyer fibroblastiques qui in fine 
débouche sur une fibrose du tissu respiratoire. Au niveau immunitaire, les macrophages sont 
fortement activés et induisent au niveau du tissu respiratoire le recrutement de neutrophiles, 
d’éosinophiles et de lymphocytes de type Th1. L’ensemble est à l’origine de l’hyperplasie sécrétoire et 
via leur activation, de la sécrétion de certaines protéase (MMP9 par exemple). Dans les patients 
atteints de BCPO il est retrouvé de forte quantité de métalloprotéines et de protéase neutrophiles à 
l’origine de la dégradation de l’élastine. L’élastine permet l’expansion alvéolaire lors de l’inspiration et 
la compression alvéolaire lors de l’expiration. Sa dégradation est à l’origine des emphysèmes 
pulmonaires. Dans ces deux pathologies respiratoires on assiste à un remodelage complet de 
l’épithélium respiratoire caractérisé par la perte des cellules multiciliées au profit d’une hyperplasie 
sécrétoire. La perte des cils motiles abolit ainsi la clairance mucociliaire et donc la défense des voies 
respiratoires, conduisant à une exacerbation de la pathologie respiratoire par l’exposition à de 
nouveaux pathogènes. Dans ce contexte l’identification d’acteurs clé mis en jeu au cours de la 
différenciation des cellules multiciliées, qui a fait l’objet de mon travail de thèse, vise la mise en place 
de thérapies régénératrice des cellules multiciliées et donc de la clairance mucociliaire. La restauration 
d’une clairance mucociliaire fonctionnelle via ces thérapies régénératrices de l’épithélium respiratoire, 
permettrait un meilleur contrôle de ces pathologies respiratoires. 
 
4) Caractéristiques de l’épithélium respiratoire chez la souris. 
Il est toutefois important de noter certaines différences entre l’homme et la souris au niveau 
des voies respiratoires. Par exemple, l’étude de la ciliogénèse chez la souris dépend de l’âge de la 
souris : Toskala et collègues indiquent clairement que le pourcentage de cellules multiciliées varient 
en fonction de l’âge et de la localisation dans les voies respiratoires (Toskala et al., 2005). A l’âge adulte 
le pourcentage de cellules multiciliées est stable et comme chez l’Homme diminue plus on avance dans 
l’arbre bronchique. De plus, une autre étude indiquent des variations de taille, et de battement ciliaire 
dépendant de l’âge de la souris avec de manière indirecte une clairance mucociliaire variable en 
fonction de l’âge (Francis et al., 2009). A travers ces deux études et de précédentes études (Mercer et 
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al., 1994; Pack et al., 1980), on remarque des variations de pourcentage des différents types cellulaires 
dépendant aussi de la souche de souris utilisée. Une autre particularité de la souris est la présence des 
cellules Club dans l’ensemble des voies respiratoires, y compris dans la trachée, alors qu’elles en sont 
absentes chez l’homme (Boers et al., 1999; Reynolds et al., 2002). La proportion des cellules Club est 
très fortement surreprésentée dans les voies respiratoires de la souris par rapport à de nombreuses 
autres espèces (Pack et al., 1980). Malgré ces différences, la souris représente un modèle pertinent 
pour comprendre les mécanismes et l’impact sur la ciliogénèse de certaines protéines cibles au niveau 
de nombreux organes, et dans lequel il peut être intéressant de tester certaines hypothèses à l’aide 
de modèles animaux disponibles. Plusieurs modèles de souris ont émergées au cours des dernières 
années qui permettent d’avoir à disposition des modèles d’études adaptés pour l’étude de certaines 
ciliopathies impliquées affectant les cils motiles. 
Ainsi les modèles murins et les modèles in vitro, développés sont indispensables pour mieux 
appréhender les mécanismes physiopathologiques des maladies associés aux défauts ciliaires. 
Néanmoins, ces modèles présentent certains inconvénients comme par exemple la durée nécessaire 
à la différenciation multiciliée (plusieurs semaines). Dans cette perspective, d’autres modèles animaux, 
comme par exemple le poisson zèbre et le xénope, sont rapidement apparus comme des modèles 
pertinents de la ciliogénèse. La manipulation de ces modèles est facilement réalisable, et les études 
effectuées dans un organisme entier permettent l’étude dans un tissu spécifique de processus 
développementaux similaires à ceux qu’on observe chez l’Homme. Tout cela peut de plus être réalisé 
dans un laps de temps beaucoup plus réduit.  
 
B. Modèles d’études de la ciliogenèse 
1) Le poisson zèbre (zebrafish) 
  Au cours du développement embryonnaire du poisson zèbre, plusieurs organes disposant de 
cellules ciliées ont été mis en évidence. La longueur, la densité et la motilité des cils ont ainsi été 
analysées dans le canal du pronephros, la vésicule de Kupffer (KV), les neurones du système sensoriel 
(placodes olfactives) (cf. figure 23). La motilité des cils dans ces organes est importante pour le 
mouvement de fluide (Kramer-Zucker et al., 2005) et la fonction des organes (cf. pour revue (Malicki 
et al., 2011)). Le poisson zèbre se prête facilement à des manipulations génétiques. 
 
a. Le pronéphros 
Le pronéphros constitue l’organe de filtration (équivalent du rein) chez l'embryon de poisson 
zèbre. Au cours du développement, le pronéphros provient du mésoderme intermédiaire. Des défauts  
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ciliaires dans les cellules épithéliales rénales sont fréquemment associées à la formation de kystes 
rénaux à la fois chez le poisson zèbre et chez les mammifères. Le canal pronéphrique est doté de deux 
populations de cellules ciliées (Neugebauer et al., 2009): les cellules multiciliées (MCC : multiciliated 
cells) qui forment des faisceaux de cils en « cluster » et les cellules ciliées uniques (SCC : single ciliated 
cells) qui ne forment que des cils uniques (Liu et al., 2007). Les cils du pronéphros des deux types 
cellulaires montrent une configuration en MT «  9 + 2 », c'est-à-dire qu'ils contiennent une paire 
centrale de MT et des bras de dynéines caractéristiques des cils mobiles (Kramer-Zucker et al., 2005; 
Liu et al., 2007; Pathak et al., 2007). Alors que les MCC et les SCC peuvent être retrouvées dans le 
segment antérieur et au milieu du canal pronéphrique, la partie postérieure du canal contient 
uniquement des SCC. De manière intéressante on retrouve le facteur de transcription Foxj1 exprimé 
spécifiquement dans les cellules multiciliées du pronéphros (Aamar and Dawid, 2008). Ce modèle se 
révèle particulièrement intéressant pour l’étude des mécanismes de spécification et de différenciation 
de cellules multiciliées(Drummond, 2003). 
 
b. La vésicule de Kupffer (VK) 
La vésicule de Kupffer (VK) est une structure sphérique transitoire et fermée, intégrée sur la 
face ventrale du bourgeon caudal de l’embryon (pour revue : (Malicki et al., 2011)). Il contient une 
lumière remplie de liquide bordée de cellules épithéliales ciliées qui sont dérivées de cellules 
précurseurs dorsales (Cooper and D'Amico, 1996; Oteiza et al., 2008). Bien que son origine 
développementale et sa structure soient assez distinctes du nœud embryonnaire de souris, il joue un 
rôle similaire dans la mise en place de l’asymétrie droite/gauche de l’embryon (Bisgrove et al., 2005; 
Essner et al., 2005). En revanche, les mécanismes de genèse des cils sont similaires dans la VK et dans 
le nœud embryonnaire (McGrath and Brueckner, 2003; Nonaka et al., 2002; Nonaka et al., 1998). En 
conséquence, la VK représente un excellent système pour évaluer la morphologie et la motilité des 
cils, ainsi que les conséquences fonctionnelles des anomalies ciliaires. La VK contient à la fois des cils 
motiles et non-motiles, et la plupart des cellules de la VK ne contiennent qu’un cil unique. 
 
c. Les organes sensoriels 
Comme chez d'autres vertébrés, y compris les mammifères, les organes sensoriels du poisson zèbre 
contiennent de nombreux cils appelés cils sensoriels (cf pour revue (Malicki et al., 2011)). Ceux-ci sont 
présents aussi bien à la surface apicale des neurones sensoriels comme les photorécepteurs de la 
rétine, les cellules olfactives des placodes olfactives et les cellules mécanosensorielles de l’oreille 
interne (Tsujikawa and Malicki, 2004). Sur le plan structural, les cils olfactifs du poisson zèbre montrent 
à la fois une configuration de MT « 9 + 0 » et « 9 + 2 ». L'oreille interne du poisson zèbre, comme chez 
d'autres vertébrés, est composée de canaux interconnectés et de chambres contenant des plaques de 
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cellules mécanosensorielles ciliées (Bang et al., 2001; Haddon and Lewis, 1996; Whitfield et al., 1996). 
Les cellules ciliées comportent un long cil apical appelé le kinocil. Adjacents au kinocil, les cellules 
ciliées disposent d'un ensemble de saillies apicales formant une rangée de cils plus petits appelées les 
stéréocils. Il est à noter que le terme de stéréocil ne correspond pas réellement à une structure ciliée 
typique, puisque les stéréocils s’appuient en réalité sur un cytosquelette d'actine et seraient donc plus 
semblables à des microvillosités plutôt qu’à des cils. Chez le poisson zèbre, les kinocils des cellules 
ciliées sont maintenus tout au long de l'âge adulte et pourraient donc jouer un rôle dans l'audition 
(Bang et al., 2001; Haddon and Lewis, 1996). 
 
2) Le xénope 
Le xénope est un amphibien appartenant au groupe des deutérostomes et à l’embranchement 
des tétrapodes, possédant une symétrie bilatérale, caractérisée par deux axes : antéro-postérieur et 
dorso-ventral. Au cours de l’embryogenèse (cf. figure 24), trois grandes étapes jalonnent ce processus: 
1) La segmentation, correspond à la phase de clivages de l’embryon. 2) La gastrulation, correspond à 
un ensemble de mouvements cellulaires aboutissant au positionnement des trois feuillets 
embryonnaires : un feuillet externe (ectoderme) à l’origine de l’épiderme et du tube neural ; un feuillet 
interne (endoderme) à l’origine du tube digestif et des épithéliums bordant le tube digestif et les voies 
respiratoires; un feuillet intermédiaire (mésoderme) notamment à l’origine de la notochorde, des 
muscles et du sang. 3) La neurulation correspond au processus morphogénétique qui conduit à la 
formation du tube neural par repliement de l’ectoderme neural. Tout au long de ces étapes, les 
divisions cellulaires et les mouvements morphogénétiques sont accompagnés de mécanismes 
moléculaires qui assurent la régionalisation de l’embryon.  
 
a. L’épiderme embryonnaire de xénope 
L’épiderme représente une structure résistante, élastique et imperméable qui protège 
l’organisme contre la déshydratation, les blessures et les infections. Le xénope possède une peau très 
différente de celle des vertébrés terrestres. En effet, elle ne possède pas d’appendice comme les 
follicules pileux, recouverte en revanche d’un mucus antibactérien et antifongique, protégeant 
l’animal. Celui‐ci est sécrété par des cellules sécrétrices de mucus et des ionocytes (ces dernières sont 
aussi baptisées cellules éparpillées de par leur répartition irrégulière). Ce mucus est ensuite distribué 
à la surface par les cellules multiciliées composées de plusieurs centaines de cils motiles. L’épiderme 
d’embryon de xénope et l’épithélium respiratoire de mammifères partagent ainsi certaines 
caractéristiques qui en font deux modèles d’études adaptés pour réaliser des études comparées de 
ciliogenèse (Billett and Gould, 1971; Hayes et al., 2007). Il n’existe cependant pas une équivalence  
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totale entre les 2 modèles : par exemple, l’épiderme embryonnaire de xénope possède une plus forte 
proportion de cellules sécrétrices de mucus (environ 60% des cellules épithéliales), et une moindre 
proportion de cellules ciliées (environ 16%) qui disposent également d’un  moindre nombre de cils par 
cellule (Dubaissi and Papalopulu, 2011). L’accessibilité de la peau du xénope, une relative conservation 
des types cellulaires et la possibilité d’effectuer des études moléculaires in vivo en font globalement 
un puissant modèle d’étude pour comprendre la formation et la réparation des épithéliums 
mucociliaires. L’embryon d’amphibien a été très largement utilisé dans le champ de l’embryologie 
expérimentale. L’épiderme d’embryon d’amphibien a été un des tous premiers exemples observés de 
tissu contenant un flux directionnel de fluide dirigé par des cils. Depuis ces premières observations, 
des outils expérimentaux disponibles chez le xénope ont permis d’en faire un modèle performant pour 
l’étude de la différenciation des cellules multiciliées (voir pour revue (Werner and Mitchell, 2012; 
Werner and Mitchell, 2013). Au début de la gastrulation, l’épiderme est composé de deux couches 
cellulaires : une couche externe et une couche interne. Ces deux couches sont issues d’une couche 
initiale unique au stade des clivages. Les cellules de cette couche subissent des divisions dans le plan 
de l’épithélium (horizontales) ou perpendiculaires à ce plan (verticales). Dans le second cas, une des 
cellules filles se situent dans la couche externe, l’autre dans la couche interne. Ce type de division 
s’accompagne de la ségrégation asymétrique des déterminants, PAR-1 (partitioning-defective 1) 
(interne) et aPKC (atypical protéine kinase C) (externe). La distribution polarisée de ces déterminants 
conditionne la nature des types cellulaires naissant dans les deux couches. Ainsi, PAR‐1 dans la couche 
interne autorise la spécification des progéniteurs des ionocytes et des cellules multiciliées. A l’inverse, 
PKC empêche ces types cellulaires de naître dans la couche externe et autorise la naissance des 
progéniteurs des cellules à mucus. En aval des déterminants PAR-1 et PKC, la voie Notch intervient 
pour réprimer la spécification des progéniteurs des ionocytes et des cellules multiciliées dans la couche 
interne (cf. partie III. 2. A. 4)). A la fin du processus de différenciation de l’épiderme, les trois types 
cellulaires décrits plus haut se trouvent dans la couche externe par un processus d’intercalation 
pendant la neurulation. Une fois intercalées, les cellules multiciliées voient leurs cils réorientés selon 
un axe unique, de façon à produire un flux directionnel efficace. Ce phénomène fait appel à plusieurs 
composants de la voie « planar Cell Polarity » (PCP) (cf. partie III. 3. B) (Kim et al., 2010). 
 
b. Néphrostomes 
A l’instar du poisson zèbre, on retrouve aussi dans l’embryon de xénope des cellules 
multiciliées au niveau des néphrostomes. Ceux-ci sont des structures dont la face interne est 
constituées de cellules multiciliées et qui participent à la formation du système pronéphrotique (Vize 
et al., 1995; Wessely and Tran, 2011). Le pronéphros de xénope est un organe simple constitué de trois 
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composants : un glomus qui filtre les déchets à partir du sang vers le cœlome, les néphrostomes qui 
forment un système tubulaire reliant le cœlome par l’intermédiaire de structures fines en entonnoir 
et tapissées sur la face interne par des cellules multiciliées. Pour finir un canal qui transporte les 
déchets des tubules au cloaque pour être excrétés. 
 
c. Gastrocoel roof plate 
De manière similaire à la vésicule de Kuppfer chez le poisson zèbre ou du nœud embryonnaire 
chez les mammifères, le xénope possède une structure apparentée dénommée le « gastrocoel roof 
plate » constitué de cellules monociliées, c’est-à-dire ne possédant qu’un cil motile unique et dont le 
rôle est d’assurer l’asymétrie droite/gauche de l’embryon lors de la gastrulation (Schweickert et al., 
2007). De manière intéressante, ces modèles d’études ont permis de confirmer que le facteur de 
transcription FOXJ1, indispensable à la différenciation des cellules multiciliées (You et al., 2004), est 
aussi impliqué dans la formation de cil motile unique chez le poisson zèbre et chez le xénope (Pohl and 
Knochel, 2004; Stubbs et al., 2008). FOXJ1 était décrit comme spécifique des cellules multiciliées. 
Cependant de plus récents travaux indiquent que FOXJ1 serait en réalité indispensable pour induire un 
cil motile. Dans ces conditions, d’autres facteurs seraient aussi impliqués dans la multiplication des 
corps basaux nécessaires à la mise en place des cellules multiciliées (Stubbs et al., 2008). C’est dans ce 
contexte, que l’objectif majeur de mon travail de thèse a été de déterminer de nouveaux acteurs clés 
participant à la biogénèse des cils motiles (cf. partie Résultats). 
Sous ces différents aspects, les modèles du xénope et du poisson zèbre apparaissent comme 
une plateforme in vivo intéressante pour l’étude comparée de la ciliogenèse. 
 
En dépit d’une accumulation importante de résultats, notre connaissance des nombreux 
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans l’établissement des cils au sein d’une cellule et 
dans un tissu spécifique reste encore très parcellaire. Au commencement de mon travail de thèse, les 
microARN sont apparus comme de nouveaux régulateurs majeurs de l’expression génique impliqués 
dans de nombreux processus biologique. Nous avons ainsi été les premiers à étudier le rôle de ces 
microARN dans la différenciation des épithéliums multiciliés. Afin de pouvoir présenter ces résultats, 
j’aborderai dans la partie suivante les mécanismes de la régulation de l’expression génique par les 
microARN, leur biogenèse ainsi que leurs liens récents avec les pathologies respiratoires. 
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III. Les microARN comme effecteurs des voies de signalisation 
impliquées dans le contrôle de la différenciation des épithéliums 
multiciliés. 
 
1. Les microARN 
Depuis leur découverte en 1993, l’implication des microARN dans un grand nombre de 
processus complexes a pu être établie. Leur capacité à contrôler de manière directe plusieurs cibles 
et, ce faisant, plusieurs voies de signalisation, les placent comme des modulateurs importants de la 
signalisation cellulaire. Par la suite les microARN seront notés miARN ou miR dans le cas d’un microARN 
particulier.1 
 
A. Historique 
En parallèle des travaux effectués sur l’ARN interférence par Craig Mello et Andrew Fire (Fire 
et al., 1998), des recherches menées chez C. elegans ont permis de mettre en évidence pour la 
première fois l’existence de petits ARN non codants endogènes qui contrôlaient l’expression génique. 
Le premier miARN, lin-4, a été découvert simultanément chez le nématode C. elegans par les équipes 
de Victor Ambros (Lee et al., 1993) et de Gary Ruvkun (Wightman et al., 1993). 
Le développement larvaire de C. elegans est finement contrôlé par des gènes 
hétérochroniques au cours de 4 stades larvaires (notés L1 à L4), déterminant la spécification 
temporelle des événements dans différentes lignées cellulaires post-embryonnaires (Ambros, 1989; 
Ambros and Horvitz, 1984; Ambros and Horvitz, 1987). Ambros avait déjà caractérisé certains gènes 
hétérochroniques, notamment lin-4, lin-14 et lin-28 dont les mutants induisaient des phénotypes 
larvaires dont le contrôle temporel du développement était associé à un développement 
anormalement précoce d’événements larvaires dits « tardifs», ou à un développement tardif 
d’événements normalement précoces (Ambros, 1989; Ambros and Horvitz, 1984; Chalfie et al., 1981). 
Chez C. elegans, lin-14 est présent dès le début du développement larvaire puis disparait à la 
fin du stade L1 lors de l’induction de lin-4 (Rougvie, 2001). La perte de fonction de lin-14 induit un 
phénotype caractéristique associant la perte du stade L1 et une différenciation associée au stade L2. 
Cependant la larve suit un développement jusqu’au stade adulte alors que des expériences de gain de 
fonction induisent un blocage au stade L1 (Ambros and Horvitz, 1984). Au contraire, le mutant lin-4 
                                                          
1 Dans la suite de ce document, les microARN seront notés miARN. Un microARN particulier sera dénoté selon 
la numérotation définie dans le base de référence mirbase (miR-1, miR-7, lin-4, let-7,…). Les 2 fragments 
générés lors de la maturation des précurseurs étant intitulés miR-X-5p et miR-X-3p.   
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mime le gain de fonction de lin-14 et l’expression de la protéine LIN-14 persiste indiquant un contrôle 
de lin-14 par lin-4 (Arasu et al., 1991; Chalfie et al., 1981). De manière intéressante, les mutations 
entrainant un gain de fonction de lin-14 correspondent à des mutations dans la région 3’-UTR qui est 
capable de s’hybrider avec lin-4 (Wightman et al., 1993) (Yeh, 1991). En 1993, l’équipe d’Ambros 
montre que le gène lin-4 code 2 petits ARN, un de 22 nucléotides et un de 61 nucléotides ne contenant 
aucune phase ouverte de lecture (Lee et al., 1993). De plus, Lee et collègues ont montré que le 3’-UTR 
de lin-14 possèdent une complémentarité partielle avec la séquence de lin-4 : ils ont alors émis 
l’hypothèse que lin-4 était responsable de l’inhibition de lin-14 à la fin du stade L1 (Lee et al., 1993). 
 
En 2000, let-7 est le deuxième miARN découvert chez C. elegans par l’équipe de Ruvkun 
(Reinhart et al., 2000). Contrairement à lin-4, partiellement homologue à miR-125, la forme mature de 
let-7 est parfaitement conservée dans d’autres organismes, tant chez la drosophile (Caygill and 
Johnston, 2008) que chez les vertébrés (Rodriguez et al., 2004). Depuis cette découverte, environ 24 
000 publications scientifiques ont été publiés, mettant en évidence la présence de miARN dans 
différents organismes ainsi que leur rôle dans de nombreux processus biologiques tels que la 
régulation de l’embryogenèse, la différenciation, le cycle cellulaire, l’apoptose, la sénescence... La 
dernière version de miRbase, la base données regroupant toutes les séquences connues de miARN 
(version 20, juin 2013 ; www.mirbase.org), recense chez l’Homme 2578 miARN différents, pour un 
total de 24521 entrées. 
 
B. Biogenèse des miARN 
1) Transcription des pri-miR 
Chez l’Homme les miARN sont répartis sur l’ensemble des chromosomes à l’exception du 
chromosome Y. A partir de leur localisation génomique, les miARN sont répartis en trois grands 
groupes (cf. figure 25) : 
Les miARN intergéniques : ces miARN sont situés sur des régions distinctes des unités 
transcriptionnelles connues. Elles possèdent ainsi leur propre promoteur et éléments régulateurs et 
sont transcrits par l’ARN polymérase de type II. Chaque transcrit primaire, long de 3 à 4kb, possède un 
signal de polyadénylation. Il peut contenir un ou plusieurs miARN.  
Les miARN introniques : ils sont retrouvés dans les introns de gènes connus. De la même manière 
que les précédents, ils peuvent s’organiser seul ou en cluster et leur expression peut être dépendante 
de la transcription de leur gène hôte. Un cas particulier correspond aux « mirtrons », qui ont la 
particularité d’être « maturés » dans le noyau par la machinerie d’épissage lorsque le précurseur du  
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miARN correspond à l’intron du gène hôte. En dépit d’une localisation génomique « intronique », 
certaines de ces séquences peuvent disposer d’un promoteur autonome. Mais dans la majorité des 
cas, on observe une bonne corrélation entre les niveaux d’expression des miARN et des transcrits codés 
par les gènes hôtes.   
Les miARN exoniques : ce sont des miARN rares qui souvent chevauchent un exon et un intron. 
Récemment, miR-198 un miARN situé dans la partie 3’-UTR du gène codant pour la follistatin-like 1 
(FSTL1) a été montré régulé en compétition avec l’expression de son gène hôte. KH-type splicing 
regulatory protein (KSRP), constitue ici le switch permettant l’expression de miR-198 et donc 
directement la répression de la follistatin-like-1 lors de la réépithélisation (ou inversement) par la 
génération de transcrits alternatifs (Sundaram et al., 2013).  
 
2) Clivage du pri-miR en pre-miR et export au noyau. 
Les miARN dits « canoniques » correspondent aux miARN qui après leur transcription forment 
un long précurseur dénommé pri-miR. Ce pri-miR est clivé par le complexe microprocesseur au niveau 
nucléaire composé principalement par Drosha et son partenaire DGCR8 aboutissant à la formation 
d’un court précurseur dénommé pré-miR qui sera exporté au cytoplasme. 
Le pri-miARN est reconnu, par l’intermédiaire de DGCR8, une RNA-BP (RNA binding protein), 
qui interagit directement avec la jonction entre le double brin et les parties simple brin de l’épingle à 
cheveux. L’association de DGCR8 avec Drosha permet un clivage du double brin à 11 paires de bases 
de cette jonction simple/double brin (Han et al., 2006). Drosha est une ribonucléase type RNase III qui 
clive le double brin et laisse un décalage en 3’ de 2 nucléotides, une marque laissée par les RNase III.  
Par ailleurs, il a été montré que ce complexe microprocesseur peut être actif sous différentes 
formes : une forme simple composé de Drosha et de DGCR8 est in vitro nécessaire et suffisant pour 
induire le clivage du pri-miARN en pre-miARN (Gregory et al., 2004). Ce complexe existe aussi associés 
à d’autres protéines partenaires (Helicases, RNA binding proteins…) qui peuvent réguler son activité 
catalytique. Des résultats de HITS-CLIP indiquent que ce complexe Drosha/DGCR8 peut induire le 
clivage d’autres types d’ARN (Macias et al., 2012) (cf. figure 26). 
 
3) Transport du pre-miR jusqu’au cytoplasme 
Le décalage en 3’ de 2 nucléotides est important pour la reconnaissance par l’exportine 5 (Yi 
et al., 2003) : l’exportine-5 distingue un décalage en 3’ (3’-overhang) d’un décalage en 5’ (5’-overhang) 
(Zeng and Cullen, 2004). L’encombrement allostérique trop important lors de l’association avec 
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l’exportine a été révélé par la résolution cristallographique de l’exportine-5 (Okada et al., 2009). En 
plus de ce rôle de transport il est observé qu’une diminution de l’association miARN/exportine-5 
empêche la dégradation nucléaire du pré-miARN (Zeng and Cullen, 2004). 
Une fois associé à l’exportine 5, le transport du pré-miARN du noyau au cytoplasme est 
effectué après formation d’un complexe avec la forme active de la GTPase Ran, liée au GTP (Yi et al., 
2003). Le complexe pré-miARN /Exportine 5/Ran-GTP est ensuite transloqué du noyau vers le 
cytoplasme à travers les pores nucléaires (Yi et al., 2003). Une fois dans le cytoplasme RanBP1 et/ou 
RanBP2, des protéines localisées spécifiquement dans le cytoplasme, hydrolyse le GTP en GDP de la 
GTPase Ran, induisant un changement conformationnel de Ran et ainsi la dissociation du complexe et 
la libération du pré-miARN dans le cytoplasme. 
 
4) Maturation du pré-miR en miR mature 
Dans le cytoplasme, la RNase III Dicer reconnait le pré-miARN et joue un double rôle : (i) le 
domaine RNAse III clive le pré-miARN en un double brin d’ARN de 21 à 23 nt (Bernstein et al., 2001). 
Chaque brin est nommé en fonction de sa position sur le pré-miARN : « -3p » (venant du bras 3’) et « -
5p » (venant du bras 5’). Le complexe ARNdb/Dicer formé, induit le recrutement de la machinerie 
miARN appelé RISC. La machinerie RISC est constituée par la protéine Argonaute 2 (Ago2) chez 
l’Homme. La résolution des structures cristallographiques des protéines argonautes, notamment chez 
les procaryotes, ont permis au cours des dernières années de mieux en comprendre leur fonction. Les 
protéines Ago sont bilobées et composées de 4 domaines globulaires (domaine N, PAZ, MID et PIWI). 
La partie 5’ du miARN interagit avec le domaine MID, alors que la partie 3’ du miARN interagit avec le 
domaine PAZ d’Ago2. Plus récemment la résolution cristallographique d’Ago2 associée avec miR-20a 
a permis de montrer que ce dernier interagissait avec les 4 domaines d’Ago2. De plus, l’association 
d’Ago2 avec un miARN permet la stabilisation d’Ago2 avec une moindre sensibilité à la digestion par 
des protéases, indiquant une forte stabilité du complexe Ago2/miARN (Elkayam et al., 2012). 
 Le complexe RISC est associé aux protéines TRBP et GW182. TRBP a été montré comme 
interagissant directement avec Dicer et possède aussi la capacité d’induire le recrutement des 
protéines Ago de manière à former le complexe RISC (Chendrimada et al., 2005). Plus récemment, la 
résolution cristallographique du RLC (RISC Loading Complex) montre que TRBP interagit avec la région 
N-ter de Dicer, et la partie C-ter d’Ago2, suggérant bien un lien fonctionnel entre Dicer et Ago2 (Wang 
et al., 2009a). Chez la drosophile, l’association GW182 au complexe RISC (via des domaines de liaison 
aux protéines Ago) a été montrée comme nécessaire pour l’action des miARN lors de la répression 
traductionnelle sur une cible par dégradation de la queue polyA ou pour le recrutement des ARNm 
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cible au niveau des P-bodies, des structures cellulaires rendant inaccessible l’ARNm à la traduction 
(Chekulaeva et al., 2010). Chez l’Homme, TNRC6A, TNRC6B et TNRC6C sont des paralogues de GW182 
et semblent avoir des rôles relativement similaires. Cependant, chez l’Homme, ces paralogues de 
GW182 associés avec PABPC1 seul (une protéine de liaison à la queue poly A) n’induit pas la 
dégradation de la queue polyA de l’ARNm, suggérant l’intervention de protéines partenaires 
(Chekulaeva et al., 2011). 
 
C. Les miARN et la répression traductionnelle 
1) Mécanismes de répression des cibles  
Les miARN agissent principalement par inhibition de l’expression de gènes spécifiques à un 
niveau post-transcriptionnel. Leur fonction régulatrice s’opère après hybridation avec la séquence du 
gène cible, qui permet de guider la protéine Argonaute et les autres protéines du complexe RISC au 
contact de l’ARNm cible. Initialement, une distinction nette avait été établie entre le mode de 
régulation chez les plantes et chez les animaux. En effet, chez Arabidopsis thaliana, les miARN sont 
souvent homologues avec leur cible sur toute la séquence : ils fonctionnent de ce fait de la même façon 
que des siARN, par clivage de l’ARNm cible par la protéine Argonaute. Par contre chez les animaux, les 
miARN ne présentent qu’une homologie partielle avec les ARNm cibles. Le mode d’inhibition diffère 
alors de celui des siARN car il ne résulte pas forcément du clivage de l’ARNm cible mais plutôt d’une 
inhibition de la traduction (Bartel, 2004; He and Hannon, 2004). Si le mécanisme exact d’inhibition de 
la traduction reste encore débattu, 2 protéines semblent y jouer un rôle essentiel : une protéine de la 
famille Argonaute et la protéine GW182 (Eulalio et al., 2008). L’interaction de ces protéines via des 
domaines riches en répétitions glycine/tryptophane contenus dans la protéine GW182 est essentiel 
pour la fonction inhibitrice des miARN (El-Shami et al., 2007). A noter que l’inhibition de la traduction 
par un miARN conduit à l’augmentation du turn-over des ARNm régulés et au final, à une moindre 
concentration de cet ARNm dans la cellule (Huntzinger and Izaurralde, 2011). La distinction entre le 
mode de régulation par les miARN chez les plantes et chez les animaux n’est pas nécessairement aussi 
tranchée car certains miARN végétaux peuvent également inhiber leurs cibles par inhibition de la 
traduction (Brodersen et al., 2008; Lanet et al., 2009). Le mécanisme de reconnaissance des cibles dans 
de telles situations ou chez les animaux, est encore mal appréhendé. La zone d’homologie nécessaire 
au miARN pour réguler l’expression d’un ARNm chez les animaux se limite habituellement aux 6 
nucléotides de la « seed séquence », situés entre les nucléotides 2 et 7 du miARN (Lewis et al., 2005). 
Cette séquence cible en général la partie 3’ non traduite de l’ARNm mais là-encore, des exceptions ont 
été rapportés et l’inhibition peut être provoquée par une interaction au niveau de la séquence codante 
(Duursma et al., 2008). En raison de la faible taille du seed (6 nucléotides), un seul miARN (s’il est 
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suffisamment exprimé !...) peut théoriquement réguler plusieurs milliers de gènes au sein d’un 
génome. Inversement, un seul ARNm peut en principe être régulé par de nombreux miARN. De 
nombreux paramètres influencent l’occurrence d’une interaction entre un miARN et son ARNm cible, 
faisant de la prédiction bioinformatique une tâche assez peu exacte. A noter que certains paramètres, 
comme l’exigence d’une conservation entre espèces (Friedman et al., 2009), peuvent permettre 
d’améliorer la qualité des prédictions. A la réserve près, toutefois, que la conservation d’un ciblage par 
un miARN particulier soit effective : tous les mécanismes ne sont pas nécessairement conservés chez 
toutes les espèces, et des mécanismes différents de contrôle de l’expression génique peuvent opérer 
dans différentes espèces. En dépit de tels raffinements, les algorithmes de prédiction sont encore peu 
précis et génèrent un nombre important de «faux-positifs». En général, l’intégration de telles 
prédictions avec des données expérimentales indépendantes permet de mieux préciser quelles sont 
les cibles les plus pertinentes dans un contexte biologique spécifique (cf. revue (Bertero et al., 2013b)).  
La traduction des ARNm est initiée par le recrutement d’un complexe d’initiation de la 
traduction (eIF : eukaryotic translation initiation factor) sur la coiffe 5’ de l’ARNm qui permet le 
recrutement des sous unités ribosomales 40S. Ce complexe est composé de plusieurs sous-unités, 
eIF4E,-F,-G, et jouant chacun différents rôle pour l’initiation de la traduction que je ne détaillerai pas 
ici. Un mécanisme connu pour stimuler l’initiation de la traduction et faciliter le recyclage des 
ribosomes, est la circularisation de l’ARNm grâce à l’interaction du complexe eIF avec PABP1, situé sur 
la queue polyA de l’ARNm. Le recrutement de l’unité ribosomale 60S initie le début de la phase 
d’élongation. 
Les miARN induisent une répression post-transcriptionnelle soit en bloquant certains étapes 
de l’initiation de la traduction ou soit en déstabilisant l’ARNm. Dans tous les cas on observe une 
diminution de la quantité de protéines issues du transcrit ciblé par le miARN. Ici, j’énoncerai 
brièvement les différents mécanismes connus sans en détailler l’aspect moléculaire faisant l’objet de 
nombreuses revues (voir (Filipowicz et al., 2008)). 
Deux grands types de mécanismes aboutissent à l’action du miARN : 
Blocage de la phase d’initiation : l’analyse de gradients de polysome sur une cible de let-7 a permis de 
montrer qu’un miARN peut induire un blocage du recrutement des sous-unités ribosomiques sur un 
ARNm cible (Pillai et al., 2005). Le complexe RISC associé au miARN induit soit un blocage de la 
reconnaissance de la coiffe 5’ de l’ARNm cible par compétition avec les complexe eIF comme suggéré 
par Kiriakidou et collègues (Kiriakidou et al., 2007), soit par le blocage du recrutement de la grande 
sous-unité ribosomale 60S (Chendrimada et al., 2007).  
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Blocage par déstabilisation de l’ARNm : chez les eucaryotes, la dégradation des ARNm est initiée par 
un raccourcissement graduel de sa queue poly A. Sa localisation au niveau de granules cytoplasmiques, 
les « P-bodies » initient sa dégradation par des exonucléases agissant par digestion du 5’ au 3’ ou du 
3’ au 5’ lorsque l’ARNm est déadenylé. Il a été montré que Ago2 interagit directement avec GW182, 
un composant des P-bodies, de manière à induire la déadenylation des ARNm cibles (Chen et al., 2009). 
Un autre mécanisme a été décrit récemment par Meijer et collègues, qui ont montré que dans 
des HeLa, la dégradation de l'ARNm du système est une conséquence d'inhibition de la traduction par 
l'intermédiaire du facteur eIF4A2 (Meijer et al., 2013). 
Si les mécanismes mis en jeu commencent ainsi à être mieux connus, de nombreuses 
interrogations demeurent : quelle est l’importance relative de chacun de ces mécanismes? Agissent-
ils en synergie pour obtenir une meilleure efficacité de répression ? Est-ce que les mécanismes mis en 
jeu dépendent de la cible et/ou du type tissulaire ou cellulaire dans lequel il intervient ? Des études 
cinétiques plus précises, prenant notamment en compte la dégradation de l’ARNm cible ainsi que la 
dégradation de la protéine cible, doivent permettre de répondre à ces interrogations. Récemment, 
Bazinni et collègues ont ainsi étudié chez le poisson zèbre la cinétique de ces mécanismes grâce à des 
expériences prenant en compte à la fois la présence des ribosomes sur les ARNm cibles de miR-430 
ainsi que la déadénylation de ces même ARNm (Bazzini et al., 2012). Ils postulent que dans ce contexte, 
le miARN induit dans un premier temps un blocage de l’initiation de la traduction puis une 
déstabilisation de l’ARNm cible (Bazzini et al., 2012). En revanche, aucune étude équivalente n’a été 
menée jusqu’à présent chez l’Homme.  
 
2) La reconnaissance des cibles et la notion de « seed » 
La notion de « seed » constitue la principale règle d’appariement qui a été utilisée dans le 
développement de nombreux outils de prédiction de cibles. Cependant, en tenant compte uniquement 
de la seule région « seed », les prédictions bioinformatiques renvoient des listes de plusieurs centaines 
de cibles contenant de nombreux « faux positifs ». Ainsi, rapidement, d’autres paramètres affectant le 
nombre de cibles prédites, comme la conservation du 3’-UTR de l’ARNm entre espèces ont été intégrés 
à ces analyses. 
Les miARN sont apparus précocement au cours de l’évolution, comme en atteste la 
conservation de certaines familles (Berezikov, 2011; Hertel et al., 2006). Entre l’apparition de miARN 
au niveau de l’embranchement des bilatériens et des vertébrés, et l’émergence d’autres familles chez 
les mammifères placentaires, il est tentant d’associer l’apparition de certains miARN à l’apparition de 
caractères importants de spéciation (Berezikov, 2011). D’un point de vue fonctionnel, la seule 
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conservation de la séquence des miARN est insuffisante, et doit aller de pair avec la conservation de 
ses cibles. Davantage de données expérimentales seront nécessaires pour permettre de mieux définir 
l’importance de ce type de régulation. Il s’agira en fait de tester les deux hypothèses établies à ce jour : 
selon la première, une grande partie des 3’-UTR de cibles seraient conservées au cours de l’évolution 
car soumises à une pression sélective pour maintenir sa séquence de reconnaissance par le miARN 
(Friedman et al., 2009); selon la seconde hypothèse, les cibles évolueraient de manière rapide (Tang 
et al., 2010). Ainsi, il est à noter que les prédictions incluant la conservation des cibles et qui sont 
utilisée dans la majorité des cas, peuvent engendrer la perte de sensibilité vis-à-vis de cibles non 
conservés au cours de l’évolution. 
La notion de « seed » communément admise a été initialement introduite par Bartel (Lewis et 
al., 2003), sur la base d’une prédiction bio-informatique s’appuyant sur la conservation des sites au 
cours de l’évolution. Mais la validation expérimentale de certaines cibles ne respectant que 
partiellement la règle du « seed » montre de nombreuses exceptions à cette règle. L’exemple le plus 
connu reste l’exemple des tous premiers miARN caractérisés: lin-4 et let-7 qui ciblent lin-41 et lin-14 
alors que la règle du « seed » n’est que partiellement respectée (Arasu et al., 1991; Lee et al., 1993; 
Wightman et al., 1993). D’un point de vue expérimental, il est estimé que la recherche par le « seed » 
donne environ 30% de faux positifs. Il est probable que des paramètres encore non clairement 
identifiés expliqueront mieux à l’avenir pourquoi un ARNm est effectivement ciblé par un miARN. Il est 
ainsi indispensable de développer de nouvelles approches « sans a priori » pour identifier des cibles 
des miARN. Au cours des dernières années, de nombreuses techniques ont été développées et ont 
permis d’améliorer la compréhension du mode de fonctionnement complexe des miARN. 
 
3) Approches expérimentales pour l’identification des cibles 
Une des approches les plus utilisées combine les prédictions bioinformatiques à une analyse 
transcriptomique. Elle a pour avantage d’être simple à mettre en place et consiste dans un type 
cellulaire d’intérêt à moduler l’expression d’un miARN en l’inhibant ou au contraire en le surexprimant. 
L’analyse transcriptomique à l’aide d’outils de type biopuces (microarray), permet d’observer de 
manière globale les variations induite par cette modulation du miARN, en se basant sur le principe 
qu’un miARN induit in fine la dégradation de la cible et donc une diminution des niveaux d’expression 
de son transcrit. Les outils de prédiction de cibles permettent d’identifier ainsi parmi les transcrits les 
cibles potentielles d’un miARN. L’inconvénient de cette approche est l’observation des cibles directes 
ainsi que des gènes régulés de manière indirecte, ce qui aboutit de facto à une augmentation du 
nombre de cibles potentielles. L’action d’un miARN sur une cible peut n’induire aucune variation au 
niveau du transcrit mais en revanche affecter le niveau de la protéine, comme c’est le cas avec lin-4 
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qui cible lin-14 (Lee et al., 1993; Olsen and Ambros, 1999; Wightman et al., 1993). Ainsi pour pallier ce 
biais, des approches protéomiques de type SILAC ont vu le jour (Vinther et al., 2006). Ces approches 
permettent à travers le marquage total des protéines exprimées dans des cellules ou des tissus avec 
des isotopes la détermination des variations des niveaux de protéines en utilisant une identification 
par spectrométrie de masse. Comme précédemment, les outils bioinformatiques de prédictions de 
cibles permettent l’identification des cibles potentielles parmi les protéines régulées. Dans ces deux 
approches, l’utilisation d’outils de prédiction de cibles permet une meilleure identification des cibles. 
De plus dans ces travaux, un fort enrichissement en sites prédictifs du miRNA étudiés sont observés 
dans le 3’UTR des gènes/protéines régulé(e)s confortant ces approches (Selbach et al., 2008). 
Cependant, certaines cibles échappent à ce processus de sélection. A noter enfin que les conditions de 
surexpression d’un miARN exogène à des niveaux supra-physiologiques in vitro peuvent introduire des 
biais supplémentaire induisant des régulations qui ne seraient pas observées dans des conditions 
physiologiques. Incidemment, l’utilisation des techniques de séquençage à très haut-débit rend 
possible d’évaluer l’impact des miARN sur la traduction par l’utilisation des profils ribosomiques 
(Bazzini et al., 2012; Guo et al., 2010). La digestion par une RNAse permet la digestion des ARNm non 
fixés par des ribosomes et donc non traduits, alors que les ARNm traduits sont protégés de cette 
dégradation par la présence des ribosomes. La combinaison de cette approche avec du séquençage 
des mêmes ARNm, a permis de montrer que dans le cas de surexpression d’un miARN, la diminution 
traductionnelle observée est due dans plus de 80% des cas à une diminution de l’ARNm (Guo et al., 
2010). 
Les approches de HIT-CLIP (High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking 
immunoprecipitation) et de PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and 
Immunoprecipitation), étudient ce problème de détection de cibles en effectuant des immuno-
précipitations de la machinerie RISC (Chi et al., 2009; Hafner et al., 2010). Le séquençage des ARN 
immuno-précipités permet d’identifier les sites de fixation des miARN et de déterminer in vivo les 
interactions miARN-ARNm. De manière inattendue, la partie 3’-UTR représente environ le tiers des 
sites de fixation des miARN alors que le reste des séquences immuno-précipitées correspond à d’autres 
types de séquences, notamment une large partie correspond à de séquences codantes (CDS) ainsi que 
des introns (cf. figure 27)(Chi et al., 2009). Parmi les séquences correspondantes à des 3’-UTR, les sites 
de fixation d’Ago sont fortement enrichis au niveau du codon stop ou de la queue polyA (cf. figure 27), 
mettant en avant la localisation préférentielle des sites de miARN à des régions définies sur le 3’-UTR 
des cibles, comme déjà souligné dans d’autres études (Grimson et al., 2007; Le Brigand et al., 2010). 
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D. MiARN et physiopathologie respiratoire. 
1) Implication dans la morphologie pulmonaire 
Chez la souris, l’invalidation spécifique de DICER dans l’épithélium pulmonaire affecte la 
ramification et la structure du tractus respiratoire suggérant un rôle clé des miARN dans la 
morphogenèse pulmonaire (Harris et al., 2006). En outre, Dicer et les protéines Ago sont fortement 
exprimées dans les parties distales des poumons embryonnaires (Lu et al., 2005). De plus, des 
modifications des profils d’expression des miARN sont observées au cours du développement 
pulmonaire (Bhaskaran et al., 2009). D’autres travaux indiquent que le cluster miR-17-92 est réprimé 
au cours du développement pulmonaire et est impliqué dans la prolifération des cellules épithéliales 
et dans le blocage de leur différenciation (Lu et al., 2007). Enfin, les miR-127 et miR-351 sont exprimés 
de façon transitoire lors de la formation des alvéoles pulmonaires (Bhaskaran et al., 2009).  
 
2) Dérégulation des miARN dans les pathologies respiratoires 
Aucune variation des miARN n’est observée au cours du vieillissement chez les souris adulte 
(Williams et al., 2007), en revanche plusieurs miARN (let-7, miR-221 et le cluster 17-92) sont fortement 
régulés dans les cancers pulmonaires en réponse à l’hypoxie induite par les tumeurs (Grosso et al., 
2013; Hayashita et al., 2005; Navarro et al., 2009; Puissegur et al., 2011). Chez la souris, certains miARN 
comme miR-155 ou miR-199-5p sont régulés à la suite de fibroses pulmonaires induites à la bléomycine 
par des mécanismes associés à la voie du TGF (Pottier et al., 2009), 404].  
Dans certaines pathologies respiratoires humaines (asthme, BPCO ou mucoviscidose ; cf. 
tableau 2) certains miARN ont été associés à la réponse inflammatoire qui est exacerbée dans contexte 
(pour revue voir (Giovannini-Chami et al., 2012)). Dans l’épithélium respiratoire des patients 
asthmatiques, il est reporté des variations des miARN comme la famille miR-34/449 qui est réprimé 
par l’effet de l’IL-13 (Solberg et al., 2012). Chez les patients CF d’élégants travaux montrent une 
surexpression de miR-138 dont la cible SIN3A est impliquée dans l’adressage du CFTR à la membrane 
des cellules épithéliales. Le blocage de miR-138 ou de son interaction avec sa cible SIN3A augmente 
l’adressage de CFTR à la membrane (Ramachandran et al., 2012). 
 
E. La famille miR-449 
Au cours de mon travail de thèse, nous avons démontré que les miARN de la famille miR-449 
étaient les plus fortement régulés au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire et qu’ils 
étaient exprimés spécifiquement dans les cellules multiciliées (cf. partie Résultats Article 1). La famille 
miR-449, avait été reliée uniquement aux cancers dont la régulation dépendait de la voie E2F1. 
Plusieurs cibles avaient alors été décrites, qui reliaient l’expression de miR-449 à l’arrêt du cycle  
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cellulaire et à l’apoptose (Bao et al., 2012; Bou Kheir et al., 2011; Feng and Yu, 2010; Jeon et al., 2012; 
Lize et al., 2010b; Noonan et al., 2009). Nos travaux ont établi miR-449 comme un régulateur clé de la 
multiciliogénèse capable de contrôler plusieurs voie de signalisation nécessaires à la mise en place 
d’un phénotype multicilié (cf. partie Résultats Article 1). Dans cette partie introductive, je n’aborderai 
que les fonctions de miR-449 décrites avant nos travaux. Sa similarité avec la famille miR-34 sera plus 
largement discutée dans la section Discussion. 
 
1) Localisation chromosomique et expression chez l’Homme 
MiR-449 est une famille de miARN organisée en cluster et composée de 3 membres : miR-
449a, -b et -c. Chez l’Homme, miR-449 est localisé sur le chromosome 5, dans l’intron du gène codant 
pour CDC20B, dont la fonction est inconnue à ce jour. CDC20B est un homologue de CDC20 qui est un 
activateur du complexe APC (« Anaphase Promoting Complex ») lors de la mitose. 
Au cours de l’évolution, la structure génomique de CDC20B et de miR-449 est conservée dans 
le génome des vertébrés leur suggérant une fonction biologique importante. 
MiR-449a et miR-449b possèdent la même séquence « seed » alors miR-449c possède un 
nucléotide en plus sur sa partie 5’, décalant ainsi sa séquence « seed ». La famille miR-449 possède le 
même « seed » que les miARN de la famille miR-34.  
MiR-34 est un élément de réponse à p53 et est capable d’induire l’apoptose ainsi que l’arrêt 
du cycle cellulaire dans de nombreuses lignées cellulaires. Il possède deux homologues, miR-34b et 
miR-34c retrouvés sur une autre région génomique mais issus du même pri-miARN. L’ensemble des 
trois membres forme la famille miR-34. 
Les familles miR-449 et miR-34 possédant la même séquence « seed », on leur retrouve un 
grand nombre de cibles communes. 
 
2) Expression chez l’Homme 
La base de données « Bodymap » (cf. figure 28), se base sur des expériences de séquençage à 
haut-débit dans différents tissus humains, et indique une expression forte de miR-449a et de miR-449b 
dans la trachée, les poumons, les trompes de Fallope et dans une moindre mesure l’utérus. 
Les données générées dans le laboratoire, en accord avec l’ensemble des données de la littérature, 
confirment cette expression tissu-spécifique : miR-449 est fortement induit au niveau pulmonaire au 
cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire dans les cellules multiciliées et chez la souris 
son expression est forte au moment de la naissance, c’est à dire lors de la formation de l’épithélium  
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respiratoire (Lize et al., 2010a; Marcet et al., 2011b). Des hybridations in situ de miR-449a et miR-449c 
au cours de l’embryogenèse chez la souris, indiquent par ailleurs une expression avec un patron type 
« poivre et sel » dans le rhombencéphale (Hoesel et al., 2010). 
Dans des contextes pathologiques, sont retrouvés surexprimé ou induit: 
- miR-449b chez des patients atteints de cystites interstitielles (Sanchez Freire et al., 2010). 
- miR-449 dans les carcinomes endometriaux (Chung et al., 2012; Wu et al., 2009). 
- miR-449a est surexprimé dans le cas de dysplasie micronodulaire pigmentée des surrénales et 
cible WISP2, un acteur de la voie Wnt (Iliopoulos et al., 2009). 
- Dans les muscles, miR-449 ainsi que d’autres miARN sont surexprimés chez les patients atteints 
de myopathies de Duchenne, ainsi que chez les souris modèles à la naissance et en réaction à 
des ischémies dans ce même modèle (Greco et al., 2009). 
- miR-449 est induit au niveau pulmonaire à la suite d’infection par le virus de la grippe aviaire 
chez le poulet (Wang et al., 2009b), et lors d’instillation de nanoparticules chez la souris 
induisant un contexte inflammatoire (Halappanavar et al., 2011). 
Dans certains cancers, l’expression de miR-449 est réprimée : 
- miR-449a dans les cancers de la prostate, les auteurs montrent que miR-449a cible HDAC1, 
une histone deacétylase (Noonan et al., 2009). Ils proposent que dans ces cancers miR-449 
joue un rôle de suppresseur de tumeurs. 
- Dans les cancers pulmonaires, HDAC1 est surexprimé alors que miR-449 est réprimé de la 
même façon que dans les cancers de la prostate (Jeon et al., 2012). 
 
3) Fonction de miR-449 
L’expression de miR-449 serait donc dérégulée dans plusieurs contextes pathologiques, 
cependant les fonctions décrites par des analyses fonctionnelles invalidant miR-449 ont été effectuées 
dans deux contextes bien précis. D’une part, l’induction de l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire et la 
senescence, et d’autre part, au cours de ma thèse, dans la formation des cils motiles. 
Voie E2F1 et pRb : En réponse à des cassures de l’ADN, les facteurs de transcription p53 etE2F1 sont 
induits et activent l’expression de gènes pro-apoptotiques. Des mutations de p53 sont retrouvées dans 
pratiquement un tiers des cancers mettant en avant son rôle primordial comme suppresseur de 
tumeur (Hollstein et al., 1991). p53 active l’expression de miR-34a qui en retour induit l’apoptose et 
l’arrêt du cycle cellulaire (Tarasov et al., 2007). Dans de nombreux cas de cancers, l’expression de miR-
34a est fortement altérée et des modifications de la méthylation de son promoteur sont observées 
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(Lodygin et al., 2008). D’autre part E2F1 induit l’expression de miR-449 (Lize et al., 2010b). MiR-449 
cible E2F1 formant ainsi une boucle de régulation négative (Bao et al., 2012; Lize et al., 2010b; Zauli et 
al., 2011). De manière commune, miR-449 et miR-34 cible des « pocket protein », qui sont responsable 
de la phosphorylation de pRb et donc l’avancée dans le cycle cellulaire. Aussi il a été montré 
récemment que miR-449 cible CDC25A, un régulateur important du cycle cellulaire contrôlant 
l’association de certaines « pocket proteines » (Bertero et al., 2013a). Ainsi via ces différentes cibles, 
miR-449 (de même que miR-34) contrôle l’arrêt du cycle cellulaire (Bao et al., 2012; Bou Kheir et al., 
2011; Feng and Yu, 2010; Lize et al., 2010b). En plus de cette fonction, miR-449 induit l’apoptose, 
cependant ces mécanismes sont encore peu connus (Bou Kheir et al., 2011; Lize et al., 2010b). 
MiR-449 et les cellules multiciliées : Au cours de ma thèse, comme nous le verrons en détail dans la 
partie Résultats, nous avons montré que miR-449 est fortement enrichi dans les cellules multiciliées 
au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire et de l’épiderme d’embryon de xénope. Son 
invalidation par différentes approches montre un blocage de la différenciation terminale des cellules 
progénitrices des cellules multiciliées via l’absence de blocage de la voie Notch. En effet, miR-449 cible 
le ligand Dll1 et son récepteur Notch1 (cf. partie III. 2. A). En plus de ces analyses fonctionnelles, chez 
les mammifères on retrouve miR-449a et miR-449b fortement exprimés dans tous les tissus possédant 
des cellules multiciliées (trachée, trompes de Fallope, poumons) (cf. figure 28) renforçant nos 
conclusions quant au rôle de miR-449 comme régulateur important de la multiciliogénèse. 
 
2. Les voies de signalisation  
Les mécanismes moléculaires permettant de diriger le destin cellulaire, la spécification et la 
différenciation d’une cellule en un type donné doté de fonctions particulières, sont régis par différents 
signaux extracellulaires qui vont être transduits à l’intérieur de la cellule en vue de déclencher un 
ensemble de programmes géniques spécifiques. Les voies de signalisation impliquées dans le contrôle 
de la différenciation d’une cellule multiciliée sont nombreuses et leurs interconnections complexes. Je 
décrirai ici les voies principales que j’ai plus étudiées : les voies Notch et BMP. Je parlerai ensuite des 
voies de signalisation des petites RhoGTPases et des PCP et de leurs rôles dans l’acquisition du 
phénotype multicilié. Un chapitre sera ensuite consacré aux interconnexions entre ces différentes 
voies et j’expliquerai en quoi les miARN peuvent être considérés non seulement comme des 
régulateurs importants de ces voies de signalisation mais bien comme de véritables chefs d’orchestre 
capables de contrôler finement ces interconnexions. 
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A. La voie Notch 
1) Historique  
La voie Notch (dérivé du mot anglais « entaille ») a été identifiée pour la première fois il y a un 
siècle par l’équipe de Morgan chez la drosophile, après l’observation d’un mutant portant des stries 
sur le bord de l’aile (Artavanis-Tsakonas and Muskavitch, 2010). Le récepteur Notch a, quant à lui, été 
cloné chez la drosophile par Artavanis-Tsakonas et collègues en 1983 chez la drosophile (Artavanis-
Tsakonas et al., 1983). La drosophile est resté le modèle le plus utilisé pour étudier le rôle de la voie 
Notch lors du développement, et plus particulièrement dans celui des ailes (Diaz-Benjumea and Cohen, 
1995; Irvine and Vogt, 1997). L’étude phylogénique de plusieurs organismes modèles d’eucaryotes 
indique que la voie Notch est effective chez l’ensemble des métazoaires chez qui récepteurs et ligands 
sont identifiés. Plus tôt au cours de l’évolution certains éléments de la voie Notch sont prédits chez 
LECA (Gazave et al., 2009), mais en l’absence de ligands et de récepteurs, cela suggère un rôle de ces 
effecteurs différent de celui que l’on connait dans la communication Notch intracellulaire. En 
revanche, l’apparition des ligands et récepteurs est notée chez tous les métazoaires, c’est-à-dire la 
classe regroupant tous les animaux pluricellulaires. La voie Notch joue un rôle important dans la 
différenciation des nombreux types cellulaires. Il est postulé que la voie Notch n’envoie pas de signaux 
directs pour la différenciation cellulaire, mais plutôt qu’elle donne la capacité aux cellules d’initier un 
programme de différentiation sous l’influence de signaux spécifiques au contexte tissulaire. 
 
2) Mécanisme d’activation : l’activation en trans 
L’activation de la voie Notch requière la présence de 2 cellules : une cellule émettrice de signal 
et une cellule réceptrice de signal. La cellule émettrice possède un ligand à sa membrane, Delta ou 
Jagged/Serrate qui interagit avec le récepteur Notch situé sur la cellule réceptrice (cf. figure 29) (Fehon 
et al., 1990). 
Le récepteur est traduit sous forme de précurseur, puis subit deux clivages protéolytiques. 
Après un premier clivage initié par la Furine dans l’appareil de Golgi (clivage S1), le récepteur se trouve 
sous forme d’un hétérodimère composé de la partie intracellulaire (NICD) et la partie extracellulaire 
(NECD) (Blaumueller et al., 1997). Le récepteur est ensuite exprimé à la surface cellulaire où il subit un 
deuxième clivage par le complexe TACE (Tumor Necrosis Factor Alpha-Converting Enzyme) (Brou et al., 
2000). Au cours de ces deux clivages successifs le récepteurs Notch est glycosylé (O-fucosylation et O-
glycosylation) par plusieurs enzymes sur la partie de son domaine extracellulaire riche en répétition de 
domaines EGF (Bruckner et al., 2000; Moloney et al., 2000a; Moloney et al., 2000b). Ces glycosylations 
sont indispensables pour rendre le récepteur fonctionnel (Luther and Haltiwanger, 2009). 
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Une fois à la membrane, l’interaction avec son ligand induit le clivage du récepteur Notch par 
le complexe de la γ-secrétase (Presenilin-Nicastrin-APH1-PEN2 (De Strooper et al., 1999). Ce clivage 
induit la translocation au noyau de la partie intracellulaire du récepteur qui s’associe avec le complexe 
transcriptionnel CSL et son co-activateur Mastermind, pour former un complexe ternaire 
transcriptionnel actif (Petcherski and Kimble, 2000; Wu et al., 2000). Le NICD s’associe aussi avec le 
répresseur transcriptionnel RBPjk et le convertit en activateur transcriptionnel, aboutissant à 
l’expression des gènes cibles tels que HES/E(Spl) (Iso et al., 2003; Kopan and Ilagan, 2009). 
 
3) Mécanismes de régulation de la voie Notch 
a. Régulation post-traductionnelle 
Le récepteur Notch possède sur sa partie extracellulaire des répétitions de domaine type EGF-
like qui sont des sites de glycosylation du récepteur (Haines and Irvine, 2003). Deux principales 
enzymes sont impliquées ici : Ofut1 et Fringe (cf. figure 29). 
Ofuti1 est responsable de l’O-fucosylation (Okajima et al., 2003), mais sert également de 
chaperonne pour le récepteur Notch (Okajima et al., 2005). La suppression d’Ofut1 dans différents 
modèles conduit à des variations importantes de l’activation de la voie Notch. Fringe est une enzyme 
qui effectue l’O-fucosylation de certains domaines EGF-like (Moloney et al., 2000a; Moloney et al., 
2000b). Chez la drosophile, Fringe possède un patron d’expression spécifique qui permet la création 
de cellules avec un récepteur Notch non glycosylé par Fringe et inversement. La glycosylation par 
Fringe induit un changement d’affinité du récepteur Notch pour son ligand : quand Fringe est présent 
le récepteur Notch est activé par le ligand DLL et en l’absence de glycosylation par Fringe induit au 
contraire une affinité pour le ligand serrate. Ces différences d’affinités induisent la création d’un 
compartiment dorsal et ventral sur le disque imaginal (Johnston et al., 1997) qui donne par la suite 
l’aile de la drosophile (Diaz-Benjumea and Cohen, 1995; Doherty et al., 1996). 
 
b. Régulation par les miARN 
La voie Notch peut être ciblée et régulée par des miARN, qui cibleront par exemple un 
récepteur ou un ligand. Plusieurs miARN régulent la voie Notch, cependant peu de travaux établissent 
un lien direct entre un miARN spécifique et sa cible dans la voie Notch (Lou et al., 2012; Won et al., 
2013). Mon travail de thèse a permis d’établir que miR-449 ciblait de manière directe Notch1, un des 
4 récepteurs Notch présent chez l’Homme (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 2011b). Ces 
observations ont d’ailleurs été confirmée par une étude portant également sur miR-449 (Capuano et 
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al., 2011) et une autre étude portant sur d’autres miR de la même famille ayant le même site de 
reconnaissance de cibles (Bae et al., 2012; Kashat et al., 2012; Li et al., 2009). 
Un autre exemple de miR ciblant la voie Notch est donné par miR-9, qui cible Hes1, un facteur 
de transcription qui entraine l’inhibition de miR-9 (Bonev et al., 2012). Ce travail réalisé par l’équipe 
de Papalopulu a ainsi établi l’existence d’une boucle de régulation négative, aboutissant à des 
oscillations d’expression inversées pour miR-9 et de Hes1.  
 
c. Inhibition en cis 
Chez la drosophile, la création d’un tissu chimérique avec des cellules sureprimant le ligand 
DLL permet d’observer ce mécanisme d’inhibition en cis. Les cellules surexprimant DLL induisent une 
forte activation de la voie Notch dans les cellules sauvages avoisinantes reflétant la trans-activation de 
ligand à récepteur. Cependant, de manière surprenante, aucune marque d’activation de la voie Notch 
n’est observée au sein de ce groupe de cellules surexprimant le ligand. Ces observations indiquent 
qu’un fort niveau de ligand inhibe dans la même cellule l’activation de la voie Notch (de Celis and Bray, 
1997; Micchelli et al., 1997). Cette propriété, appelée cis-inhibition, décrit la situation où le ligand 
interagit avec les récepteurs Notch d’une même cellule et bloque ainsi son interaction avec les cellules 
avoisinante et donc son activation. 
 
d. L’inhibition latérale et les patrons de différenciation 
Le concept d’inhibition latérale proposé par Simpson constitue la pierre angulaire de la voie 
Notch en permettant la création de véritable « patron » de différenciation au sein d’un même tissu 
(Simpson, 1990). Le concept de base est qu’au départ deux cellules ont des niveaux similaires de 
récepteurs et de ligands. L’activation en trans de la première cellule par la seconde est identique à 
celui de la seconde par la première. L’activation en trans induite par une cellule émettrice (via son 
ligand) à une cellule réceptrice du signal, entraine l’activation de la voie Notch et donc des 
modifications transcriptionnelles. Il est accepté que l’activation de la voie Notch induise une 
diminution de l’expression du ligand dans la cellule réceptrice (Heitzler and Simpson, 1991). Ainsi nos 
deux cellules compensent mutuellement les signaux envoyés par l’autre cellule (cf. figure 30). 
Au niveau d’un tissu, où chaque cellule est entourée de plusieurs cellules, on assiste à la 
création d’un « patron » de différenciation. Lorsqu’une cellule émettrice dispose d’une quantité seuil 
de ligands pour activer les récepteurs Notch des cellules avoisinantes, et que l’activation de la voie 
Notch dans ces cellules avoisinantes entraîne au niveau transcriptionnel une diminution de ligands 
dans ces mêmes cellules, le signal activateur retour dans la cellule émettrice va être bloqué. Au fur et  
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à mesure, les niveaux du ligand dans la cellule émettrice vont augmenter, ce qui va amplifier la 
proportion des récepteurs dans les cellules avoisinantes. La perte d’activation dans cette cellule 
émettrice pourra entrainer la différenciation en un type cellulaire défini. Les cellules avoisinantes 
indifférenciées à ce moment pourront ensuite se différencier. L’intervention d’autres voies de 
différenciation en conjugaison avec la voie Notch permet d’engendrer des tissus complexes 
comprenant plusieurs types cellulaires.  
 
 
4) Rôle de la voie Notch dans la différenciation des cellules multiciliées 
Chez la souris l’inhibition de la voie Notch par invalidation conditionnelle d’Ofut1 et Rbpjk dans 
l’endoderme (dont dérivent les cellules de l’épithélium respiratoire) est caractérisée par une 
augmentation drastique du nombre de cellules multiciliées (Tsao et al., 2009). De plus, il a été 
remarqué dans les mêmes conditions une disparition des cellules Club et une diminution de la 
prolifération cellulaire sans affecter la gobeletogenèse. L’utilisation chez la souris d’une forme 
constitutivement active de Notch (NICD) induit au contraire une augmentation des cellules sécrétrices 
de mucus avec perte de la différenciation en cellules multiciliées dans les voies respiratoires et 
l’inhibition de la différenciation au niveau alvéolaire (Guseh et al., 2009). Plus récemment, une étude 
focalisant sur la différenciation des cellules basales de l’épithélium respiratoire en utilisant une souris 
TNR (Transgenic Notch Reporter : souris exprimant une GFP quand Notch est activé) a permis de suivre 
l’activité de Notch (Mizutani et al., 2007). Elle a permis au groupe d’Hogan de montrer lors de la 
régénération de l’épithélium respiratoire in vivo que l’activation de Notch était nécessaire pour la 
différenciation des cellules cylindriques. Les variations observées concordent avec les précédents 
résultats : une diminution de l’activation de Notch coïncide avec la différenciation en cellules 
multiciliées (Rock et al., 2011) alors que l’activation de la voie Notch induit la différenciation en cellule 
Club et cellules sécrétrices de mucus (Rock et al., 2011) comme observé précédemment (Guseh et al., 
2009). In vitro, le blocage chimique de la voie Notch par du DAPT, un inhibiteur chimique de la γ-
sécrétase, induit une augmentation de la différenciation en cellules multiciliées. De plus, nous avons 
montré que miR-449 jouait un rôle primordial pour la répression du ligand DLL1 et du récepteur Notch1 
pour la différenciation des cellules multiciliées (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 2011b) (cf. partie 
Résultats Article 1). 
 Chez le xénope, l’accès à certains marqueurs des progéniteurs des cellules ciliées (CCP pour 
ciliated cell precursors) a permis d’approfondir l’implication de certains acteurs de la voie Notch dans 
la différenciation des cellules multiciliées. L’inhibition latérale, permet la spécification des cellules de 
la couche interne en CCP qui expriment alors de fort niveau de DLL (Deblandre et al., 1999)(cf. partie 
III. 2. A. 3) d). Pour la différenciation terminale en cellules multiciliées, la répression du ligand delta qui 
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a lieu au stade neurula, est nécessaire pour permettre l’intercalation dans la couche externe des CCP 
et pour la mise en place des cils motiles (Stubbs et al., 2006). Cette répression du ligand delta dans les 
CCP, chez le xénope comme chez l’Homme, est sous le contrôle de miR-449 qui cible seulement DLL 
chez le xénope (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 2011b). 
 
B. La voie BMP 
1) Voie canonique d’activation 
Les BMP (Bone Morphongenic Protein) sont des facteurs de croissance qui appartiennent à la 
superfamille du TGFβ (transforming growth factor b) découvert par Urist (Urist, 1965) et servent de 
ligands pour l’activation de la voie TGFβ. On en dénombre environ une trentaine chez l’Homme avec 
de nombreux types de ligands différents : 3 isoformes du TGFβ, 4 chaines beta d’activine, la protéine 
nodal, 10 bone morphogenetic proteins (BMP) et 11 facteurs de croissance et de différenciation (notés 
les GDF). Chaque ligand est traduit sous forme de pro-peptide. Après clivage, il est en général 
homodimérisé, bien qu’il existe cependant quelques cas d’hétérodimères de BMP (Yeo and Whitman, 
2001). Le dimère ainsi formé peut alors se fixer sur ses récepteurs, de type sérine/thréonine kinase 
transmembranaires de type I et II, pour induire l’activation de la voie. On dénombre 3 types de 
récepteurs de type I : les récepteurs BMP type IA (BMPR-IA ou Alk-3) et IB (BMPR-IB ou Alk-6) et un 
récepteur à l’activin de type IA (ActR-IA ou Alk-2). Les récepteurs de type 2 sont au nombre de 3 : un 
récepteur aux BMP de type II (BMPR-II), deux récepteurs à l’activine de type II et IIB (ActR-II et ActR-
IIB). Ces récepteurs présentent une forte spécificité d’expression tissulaire (Danesh et al., 2009). De 
manière plus générale, la présence simultanée d’un récepteur de type I et de type II est indispensable 
à la signalisation par les BMPs : lors de la fixation du ligand, le récepteur forme un hétérotétramère 
actif composé de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II (cf. figure 31). Les récepteurs 
de type II possèdent une activité kinase permettant la phosphorylation des récepteurs de type I sur un 
domaine retrouvé chez tous les récepteurs de type I. Cette phosphorylation permet le recrutement 
des SMADs (SMAD 1/5/8) ainsi que leur phosphorylation (Kretzschmar and Massague, 1998). Cette 
phosphorylation initie la formation d’un complexe avec SMAD-4 qui est un médiateur commun de 
cette voie, grâce à laquelle a lieu une translocation vers le noyau. Une fois transloqués dans le noyau, 
ces complexes SMAD-4/SMAD-X, en association avec d’autres partenaires, vont contrôler l’expression 
des gènes cibles (Kretzschmar and Massague, 1998). 
 
2) La voie BMP et les voies respiratoires humaines. 
Au niveau pulmonaire, il a été observé de fort niveau de BMP-4 dans l’endoderme (Bellusci et 
al., 1996). Des souris surexprimant Noggin, un inhibiteur naturel et endogène de BMP-4, ou  
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l’expression d’un dominant négatif du récepteur Alk6 (dnAlk6) sous le contrôle du promoteur de SPC 
a permis d’étudier le rôle de BMP-4 lors du développement pulmonaire (Weaver et al., 1999). Des 
phénotypes relativement semblables sont observés dans les deux situations : une réduction de la taille 
des poumons associée à un défaut de la répartition entre les zones proximales et distales : diminution 
du nombre de cellules épithéliales dans la partie distale et au contraire augmentation du nombre de 
cellules épithéliales multiciliées et de cellules Club au niveau proximal (Weaver et al., 1999).  
Le rôle de Noggin en tant qu’inhibiteur de BMP-4 a initialement été montré par (Re'em-Kalma 
et al., 1995). En outre, des travaux récents suggèrent sa capacité à bloquer d’autres BMP mais son effet 
sur d’autres BMP dans un contexte pulmonaire n’a pas été étudié. 
Sountoulidis et collaborateurs ont utilisé une souris exprimant la GFP sous contrôle du 
rapporteur ID1, dont l’expression est dépendante de l’activation de la voie BMP. Ils ont ainsi pu étudier 
l’activation spatio-temporelle des BMP lors du développement pulmonaire et lors de la régénération 
chez l’adulte. Ils ont remarqué que la voie BMP est activée dans les cellules progénitrices épithéliales 
lors du développement pulmonaire (Sountoulidis et al., 2012). Lors de la régénération, ils ont aussi 
remarqué une réexpression du rapporteur (Sountoulidis et al., 2012), comme précédemment rapporté 
(Masterson et al., 2011). En effet, l’activation de la voie BMP in vivo ou in vitro après stimulation par 
BMP2, BMP4 et BMP7 (McCormack and O'Dea, 2013) induit l’expression transitoire de marqueurs 
mésenchymateux, comme alpha-SMA et inhibe l’E-cadherine (Masterson et al., 2011; Molloy et al., 
2008), deux biomarqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (McCormack et al., 
2013). Ces marques transitoires d’EMT après lésion sont le signe d’une prolifération et d’une migration 
préalables à une réépithélialisation de l’épithélium respiratoire (Masterson et al., 2011; Warburton 
and Bellusci, 2004). D’autres travaux sur les cellules souches embryonnaires de souris (ES) indiquent 
un lien entre voie BMP et maintien des cellules souches, suggérant un rôle équivalent de la voie BMP 
dans les cellules progénitrices de l’épithélium respiratoire lors de son développement et de sa 
régénération (Qi et al., 2004; Sakaki-Yumoto et al., 2013).  
Hormis le rôle de BMP dans le contrôle de la différenciation cellulaire, aucun lien direct n’a été 
établi jusqu’à ce jour entre voie BMP et formation des cellules multiciliées, à l’exception d’une étude 
montrant un lien entre la formation du cil nodal et la voie BMP : Komatsu et collaborateurs ont montré 
qu’une délétion du récepteur BMP de type 1 (ACVR1) dans les cellules épiblastiques de l’embryon de 
souris, abolissait la formation du cil nodal. Il en résultait une perte de l’asymétrie droite-gauche 
(Komatsu et al., 2011). En revanche, ce phénotype semble uniquement dû à la régulation du cycle 
cellulaire par la voie BMP : en effet l’abolition d’ACVR1 induit la perte de phosphorylation de p27 dont 
la déstabilisation empêche l’entrée en quiescence des cellules. Lorsque les cellules cyclent, la 
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formation des cils est rendue impossible, expliquant alors ce phénotype. Cependant, ces observations 
mettent en lumière le rôle potentiel de la voie BMP dans l’arrêt du cycle cellulaire, qui apparait comme 
un pré-requis pour l’initiation de la ciliogenèse. 
 
3) La voie BMP dans l’épiderme d’embryon de Xénope 
Lors du développement embryonnaire du Xénope, un gradient BMP permet la spécification 
des territoires ectodermiques neuronaux et non neuronaux (De Robertis et al., 2001; Fagotto et al., 
1997). Le territoire ectodermique non neuronal donnera plus tard l’épiderme de l’embryon et par 
l’intermédiaire d’autres voies, la spécification et la différenciation des différents types cellulaires 
composant cet épithélium mucocilié. Des manipulations de la voie BMP indiquent que l’activation de 
la voie BMP est suffisante pour la transformation du territoire ectodermique neuronal en 
progéniteures non neuronaux. Au contraire, son inhibition est suffisante pour la transformation des 
progéniteurs non neuronaux (épidermique) en progéniteurs neuronaux (cf. figure 24) (Chang and 
Harland, 2007; Delaune et al., 2005). Une fois les progéniteurs non neuronaux spécifiés par la voie BMP 
plusieurs processus se mettent alors en place pour la formation de l’épiderme d’embryon : 1) lors de 
la segmentation et du stage blastula les progéniteurs non neuronaux subissent des divisions 
asymétriques permettant la formation de deux couches distinctes de cellules : la couche interne et la 
couche externe. 2) la spécification des différents types cellulaires composant l’épiderme d’embryon 
aura lieu lors de la gastrulation : dans la couche interne, apparaitront les progéniteurs des cellules 
multiciliées, des ionocytes et des cellules basales notamment via la voie Notch. Les cellules sécrétrices 
de mucus se spécifieront dans la couche externe. 3) Lors de la neurulation, les ionocytes ainsi que les 
cellules multiciliées viennent s’intercaler dans la couche externe alors que les cellules basales restent 
dans la couche interne (cf. figure 32). Cette étape est cruciale car la différenciation de cellules 
multiciliées et leur intercalation s’effectue en parallèle. A la fin, la couche externe de l’épiderme 
d’embryon sera composée de cellules multiciliées, d’ionocytes et de cellules sécrétrices de mucus. 
Dans la couche interne, on retrouve les cellules basales ainsi que les progéniteurs des cellules 
multiciliées et les progéniteurs des ionocytes. 
A l’heure actuelle, seule la voie Notch a été montrée impliquée dans la spécification des cellules de la 
couche interne : l’activation de la voie Notch entraine la perte des cellules multiciliées et des ionocytes, 
et au contraire l’inhibition de la voie Notch induit une augmentation de cellules multiciliées et 
d’ionocytes intercalées. L’implication de la voie BMP dans la différenciation des différents types 
cellulaires n’a jamais été étudiée dans ce contexte. 
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3. Polarisation des cellules multiciliées et orientation du battement ciliaire 
Les cellules épithéliales multiciliées sont caractérisées par une polarisation apico-basale, dans 
lesquelles sont impliquées des protéines de la jonction cellulaire (cf. partie II. 2. J. 1)). Cette polarisation 
met en jeu un adressage et une localisation spécifiques de protéines ainsi que des interactions avec le 
cytosquelette d’actine, modulés par de nombreuses voies de signalisation. Parmi celles-ci, je détaillerai 
plus particulièrement les voies impliquant les petites GTPases (e.g. Rho GTPases) et la voie PCP 
(« Planar Cell Polarity »). .  
 
A. Les Rho GTPases 
Les Rho GTPases de la superfamille Ras coordonnent l’orientation du cytosquelette d’actine 
ainsi que l’adressage de vésicules à certaines localisations dans la cellule (Symons and Rusk, 2003). 
Cette coordination est primordiale pour la polarisation de l’épithélium : la concentration de la 
machinerie de polymérisation de l’actine, mais aussi l’assemblage de l’actine et son ancrage à certains 
sites, contribuent à cette polarisation. 
 
1) Le réseau d’actine 
L’actine, une protéine de 42kDa qui constitue l’élément de base du cytosquelette eucaryote, 
représente jusqu’à 15% du poids protéique d’une cellule. Elle existe sous deux formes dans la cellule : 
l’actine globulaire notée actine-G ou sous forme polymérisée d’actine-F (filamenteuse). L’actine 
participe à de nombreux processus biologiques autres que la polarisation, comme par exemple le 
maintien structural, la division cellulaire, la migration, l’adhésion, l’endocytose, le trafic vésiculaire. 
Dans les épithéliums polarisés, la membrane apicale des cellules épithéliales est fortement liée 
au réseau d’actine par l’intermédiaire de protéines membranaires faisant le lien entre la cellule et le 
réseau d’actine notée « ABP » (Actin Binding Protein). Les ERM (Ezrine-Radixine-Moesine), et 
notamment l’ezrine, sont une famille d’ABP qui participent à la stabilisation du réseau d’actine au 
niveau de la membrane cellulaire (Algrain et al., 1993; Bretscher, 1983), et comme nous le verrons plus 
bas, à l’établissement du phénotype multicilié (Gomperts et al., 2004; Huang et al., 2003). 
 
2) Régulation de l’activité des petites GTPases 
Les GTPases de la famille Rho fonctionnent comme des interrupteurs moléculaires qui passent 
d’un état inactif lié au GDP, à un état actif lié au GTP. La liaison du GTP induit des changements 
conformationnels permettant leur association à des molécules effectrices contrôlant des voies de 
signalisation. Ces Rho GTPases possèdent des régulateurs permettant le passage d’un état à l’autre, 
cependant d’autres mécanismes de régulation ont été mis en avant. Ici, le contrôle spatio-temporel de 
l’activation des Rho GTPases est un mécanisme de base de leur action cellulaire. Ces mécanismes de 
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régulation ont fait l’objet de nombreuses revues (Cherfils and Zeghouf, 2013; Garcia-Mata et al., 2011; 
Hall, 2012). 
L’activation des Rho GTPases fait intervenir différents niveaux de régulation :  
- Echange de GDP par du GTP, modulé par des facteurs d’échange appelés GEF (Guanine 
exchange factors) ; La liaison du GTP aux Rho GTPases leur permet d’interagir avec leurs effecteurs. 
- Activité intrinsèque d’hydrolyse du GTP des Rho GTPases, favorisée sous l’action de facteurs 
d’activation appelés GAP (GTPase activating proteins) qui s’associent aux Rho GTPases, permettant 
leur dissociation de l’effecteur et induisant l’inactivation des Rho GTPases.  
- Inhibition de la dissociation du GDP associé aux Rho GTPases, modulée par des régulateurs 
correspondant aux GDI (Guanine nucleotide dissociation inhibitors) (cf. figure 33), qui une fois associés 
aux Rho GTPases liées à du GDP bloquent l’échange de GDP en GTP. Ceci a pour effet le blocage des 
Rho GTPases dans un état inactif.  
- Récemment, certaines études, y compris par notre propre équipe, ont décrit certains miARN 
comme de nouveaux régulateurs des petites GTPases (Liu et al., 2012a; Yu et al., 2008a). 
Certains régulateurs peuvent interagir avec plusieurs Rho GTPases alors que d’autres seront 
spécifiques d’une Rho GTPases. Ces régulateurs sont aussi exprimés de façon tissu-spécifiques et en 
plus de leur activité inhibiteur/activateur des Rho GTPases, possèdent une activité chaperonne 
modulant ainsi l’association avec certains effecteurs des Rho GTPases actives. Il s’ensuit que les Rho 
GTPases peuvent exercer une diversité d’actions en fonction du contexte cellulaire et de leur 
localisation intracellulaire. 
 
3) Rôle des Rho GTPases 
La morphologie et la motilité cellulaire sont étroitement liées au cytosquelette d’actine. Les 
GTPases Rho, Rac et cdc42 apparaissent comme des éléments centraux de la régulation du 
cytosquelette d’actine. L’activation de cette famille de protéines induit le recrutement de nombreux 
effecteurs qui gouvernent les mouvements cellulaires. Chaque membre de cette famille régule 
différentes voies de signalisations impliquées dans l’assemblage de différents types de structures de 
filaments d’actine. Les protéines Rho (RhoA) sont plutôt impliquées dans la formation des fibres de 
stress d’actine. Ces fibres de stress sont des structures contractiles, formées d’actine et de myosine 
qui sont retrouvées dans de nombreux types cellulaires non musculaires. Ces fibres permettent 
l’adhésion, la motilité et la morphologie cellulaire.  
Les GTPases Rac sont quant à elles impliquées dans la formation de structures associées aux 
lamellipodes et aux micro-domaines membranaires. 
Les GTPases Cdc42, sont plutôt impliquées dans la formation des filopodes, qui sont des 
protrusions d’actine en forme de doigt au niveau de la membrane.  
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Dans chacune de ces situations, les protéines Rho GTPases permettent un réarrangement du 
cytosquelette d’actine par polymérisation de manière à coordonner les mouvements cellulaires (voir 
revue détaillée de (Raftopoulou and Hall, 2004).) 
 
4) Rôle des petites GTPases dans le tissu épithélial  
Dans les épithéliums, le cytosquelette d’actine joue un rôle central dans la formation et le 
maintien des jonctions intercellulaires. Par exemple, la latrunculin A, un agent dépolymérisant du 
réseau d’actine, induit l’internalisation des protéines ZO-1 et de la claudine-4, deux éléments clefs des 
jonctions serrées (Shen and Turner, 2005). Dans ce contexte, les RhoGTPases cdc42 et Rac sont 
associées aux complexes jonctionnels et sont suggérées ainsi en être des régulateurs directs. 
Lors de la réparation épithéliale, l’activation ou l’inhibition de l’activité de RhoA ainsi que la 
surexpression de Rac1 grâce à l’emploi de formes constitutivement actives ou inactives empêche la 
refermeture de la blessure dans des cellules bronchiques 16HBE14o-, suggérant que la régulation de 
l’activité de RhoA et de Rac1 doit être finement régulée pour permettre la réparation de l’épithélium 
(Desai et al., 2004). Initialement impliquées dans les réarrangements du cytosquelette d’actine, 
certaines GTPases comme RhoA peuvent aussi induire certains changements épigénétiques et donc 
contrôler la différenciation cellulaire (McBeath et al., 2004). De manière intéressante, de nombreux 
travaux de l’équipe de Schleger ont étudié l’inhibiteur Y27632 de la kinase ROCK, une kinase effectrice 
de RhoA, dans la reprogrammation des cellules épithéliales (Liu et al., 2012b). Partant sur la mise en 
culture de cellules épithéliales de prostate et de kératinocytes, ces auteurs ont observé lors de la mise 
en culture avec du Y27632, une immortalisation des cellules épithéliales avec une prolifération accrue, 
et un maintien des marqueurs de cellules épithéliales non différenciées. De manière convaincante, 
aucun changement dans le caryotype des cellules n’est observé et après un nombre élevé de passages, 
les cellules épithéliales ont conservé leur capacité de différenciation (Chapman et al., 2010; Liu et al., 
2012b). Récemment, la même équipe a obtenu des résultats similaires sur des cellules épithéliales 
respiratoires (Suprynowicz et al., 2012). L’inhibiteur Y27632 permet, lors de la phase de prolifération 
et d’amplification, aux cellules épithéliales respiratoires de conserver leur capacité à reformer un 
épithélium pleinement différencié même après plusieurs passages. Ces derniers résultats indiquent 
qu’en plus du rôle dans le remodelage du cytosquelette d’actine, ces GTPases jouent un rôle important 
dans le contrôle de la différenciation de certains types cellulaires et pourraient notamment être 
impliquées dans la différenciation de l’épithélium respiratoire (McBeath et al., 2004). 
 
5) Le rôle de la voie RhoA dans la ciliogénèse 
Le remaniement apical du réseau d’actine est une étape précoce indispensable à la biogénèse 
des cils motiles dans les cellules multiciliées (Hoey and Gavin, 1992; Sandoz et al., 1988). Dans les 
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cellules multiciliées de l’épithélium respiratoire ainsi que dans l’épiderme d’embryon de xénope (Park 
et al., 2006b), un enrichissement apical d’actine est nécessaire pour permettre l’ancrage des corps 
basaux néo-synthétisés et l’orientation des cils motiles (Vladar and Axelrod, 2008). 
Au cours des dernières années, il a été montré que FOXJ1 était un acteur important pour 
l’ancrage des corps basaux au pôle apical des cellules multiciliées. De plus, FOXJ1 contrôle l’activation 
de la voie RhoA, permettant le remodelage du cytosquelette d’actine et la localisation apicale d’ezrine 
dans les cellules multiciliées (Gomperts et al., 2004; Pan et al., 2007; You et al., 2004). En effet, 
l’activation de RhoA induit une activation de la kinase effectrice ROCK, qui phosphoryle l’ezrine, 
provoquant son changement conformationnel qui lui permet d’interagir avec l’actine-F au pôle apical 
des cellules (Bretscher et al., 2002). Ainsi, l’ezrine s’enrichit au pôle apical des cellules avant 
l’apparition des premiers cils motiles (Huang et al., 2003). L’ezrine peut aussi se lier à des protéines 
transmembranaires comme EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50 ou NHERF) (Reczek et al., 1997). 
EBP50 se lie à de nombreuses protéines transmembranaires importantes à la fonction de l’épithélium 
respiratoire, comme CFTR ou les récepteurs béta-2 adrénergiques (Hall et al., 1998; Reczek et al., 1997; 
Shenolikar and Weinman, 2001). Ainsi, l’ezrine joue un rôle clé dans l’organisation et la régulation de 
nombreuses protéines transmembranaires à la membrane apicale. Dans les souris invalidées pour 
FOXJ1, Gomperts et collègues observent que le traitement avec un inhibiteur de la calpaïne, qui 
stabilise le cytosquelette d’actine, permet la relocalisation de l’ezrine et de l’EBP50 à la membrane 
apicale de l’épithélium respiratoire. De manière plus surprenante, ce traitement induit aussi la 
formation des cellules multiciliées mais avec la présence de cils de type « 9+0 », cette configuration 
serait expliquée par l’absence de FOXJ1 (Gomperts et al., 2004). L’analyse de souris invalidée pour 
FOXJ1 révèle des anomalies du cytosquelette d’actine avec notamment la perte de la localisation 
apicale de l’ezrine (Huang et al., 2003). En l’absence de FOXJ1, il y aurait donc un défaut d’activation 
de la voie RhoA, avec pour conséquence une perte de la localisation apicale de l’ezrine. Ainsi, ces 
différents travaux suggèrent que la localisation de l’ezrine pourrait jouer un rôle primordial dans la 
localisation et/ou l’ancrage des corps basaux au cytosquelette apical d’actine.  
Un autre acteur est nécessaire pour l’assemblage des corps basaux au cytosquelette d’actine 
dans l’épiderme d’embryon de xénope : Dishevelled (Dvl). Je détaillerais dans la partie suivante la voie 
PCP dont Dvl est un acteur central (cf partie III. 3. B). Il est connu que Dvl a comme partenaire RhoA 
(Habas et al., 2001). Des protéines RhoA fluorescentes localisent au pôle apical des cellules multiciliées 
et une forme active de RhoA localise spécifiquement au niveau des corps basaux où Dvl est retrouvé 
(Park et al., 2008). Park et collègues ont montré que Dvl régulait la ciliogenèse en permettant l’ancrage 
des corps basaux au cytosquelette d’actine via l’activation de RhoA, cependant sans affecter 
l’enrichissement apical d’actine dans les cellules multiciliées (Park et al., 2008). 
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B. La voie  de la polarité planaire PCP (« Planar Cell Polarity ») 
L’orientation des cils a un impact direct sur l’orientation du battement ciliaire. Or, depuis 
quelques années de nombreuses publications portent sur l’implication de la voie PCP dans l’orientation 
des cils.  
1) Les acteurs de la voie PCP 
Chez les vertèbrés, la voie de signalisation PCP comprend de nombreuses protéines 
transmembranaires : Vangl (1 et 2), Celsr (1,2 et 3) et les protéines Frizzled (Fz) dont le nombre varie 
au sein des vertébrés, ainsi que des protéines cytoplasmiques : Dvl (1,2 et 3) et Prickle ou Pk (1 et 2). 
Ces protéines sont retrouvées localisées dans la cellule au niveau cortical et de manière asymétrique 
de manière à transmettre à la cellule des signaux de polarisation. Aussi, il existe des boucles 
d’amplification entre cellules adjacentes qui transmettent l’asymétrie d’une cellule à une autre, 
permettant ainsi l’organisation ou l’orientation de certaines structures au sein d’un même tissu : c’est 
le cas des cils motiles dans l’épithélium respiratoire où la voie PCP permet au sein du tissu respiratoire 
d’orienter le battement ciliaire dans une direction unique. Cependant, même si le nombre de travaux 
décrivant l’asymétrie de ces acteurs augmente chaque année, les mécanismes précis mis en jeu restent 
encore peu connus. 
 
2) La voie PCP et l’orientation du battement ciliaire 
La clairance mucociliaire chez l’Homme est un mécanisme décrit depuis longtemps. Malgré 
cela, les premières études s’intéressant à la direction du battement ciliaire sont venues du xénope et 
plus particulièrement de l’équipe de Wallingford, qui a montré que Dvl, Frizzled, Vangl2 ont un rôle 
important dans l’épiderme de xénope pour l’orientation des cils des cellules multiciliées, ainsi que dans 
d’autres tissus  (pour revue voir (Wallingford, 2010)). Les travaux effectués montrent l’existence de 
deux types principaux de polarité dans le cas des cellules multiciliées : 1) la polarité rotationnelle, où 
l’orientation de manière uniforme des cils au sein d’une même cellule permet la propulsion du fluide 
dans une même direction à l’échelle d’une seule cellule. 2) la polarité tissulaire, où l’orientation du 
fluide dans une direction unique passe par l’établissement et la coordination de l’ensemble des cellules 
multiciliées au sein du tissu entier. 
Même si les différents acteurs sont encore peu connus, de nombreux travaux chez le xénope 
et le poisson zèbre ont permis d’identifier des acteurs clés dans ces polarités. Cependant, aucun travail 
sur le rôle de la voie PCP dans les voies respiratoires n’avait été effectué jusqu’au travail par Vladar et 
collaborateurs, effectué chez la souris (Vladar et al., 2012). Ceci est très certainement un des travaux 
les plus aboutis effectués dans un tissu cilié chez les mammifères, qui confirme de nombreux travaux 
effectués chez le xénope. 
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Avant même l’apparition des cils, une localisation subcellulaire asymétrique de certains 
acteurs clés de la voie PCP est observée et de manière impressionnante, cette localisation subcellulaire 
est identique chez d’autres mammifères. Ainsi Fz3/6 et Dvl1/3 localisent au niveau de la partie 
proximale de la cellule, alors qu’à la partie distale est retrouvé Vgl1/2 et Pk1/2 (cf. figure 34). Comme 
chez le xénope, Dvl2 localise non pas de façon asymétrique mais au niveau des corps basaux (Park et 
al., 2008). 
De précédents travaux chez la drosophile montrent que les MT sont importants pour la 
localisation asymétrique de ces protéines (Shimada et al., 2006). De plus, ces protéines PCP localisent 
avec le réseau de MT (Shimada et al., 2006). Le traitement au nocodazole, une drogue dépolymérisant 
les MT, abolit partiellement la localisation asymétrique des protéines PCP observées. Ces résultats 
indiquent que le transport vésiculaire est un élément central dans la localisation asymétrique des 
protéines de la voie PCP (Vladar et al., 2012). 
Les auteurs relient aussi la voie PCP à la formation du réseau de MT reliant les corps basaux 
entre eux au sein d’une même cellule. Il existe en effet un remodelage actif du cytosquelette d’actine 
ainsi que du réseaux des MT de façon à interconnecter les corps basaux via leurs appendices (Werner 
et al., 2011). Cet aspect agit directement sur la polarité rotationnelle évoquée auparavant. Une 
modification post-traductionnelle de la tubuline, la tyrosination, est enrichie de manière asymétrique : 
les corps basaux sont reliées à la membrane par ces tubulines modifiées et la perturbation de la voie 
PCP entraine la perte de l’orientation de ces tubulines tyrosinées (Vladar et al., 2012). De manière 
élégante, les auteurs ont utilisé des co-cultures de cellules sauvages et de cellules mutantes pour la 
voie PCP, montrant que la tubuline tyrosinée est distribuée de manière asymétrique non pas dans les 
cellules sauvages mais dans l’ensemble des cellules dont la partie proximale est en contact avec une 
cellule sauvage. Ces observations suggèrent ainsi que la polarisation des MT est effectuée en concert 
avec les cellules attenantes (Vladar et al., 2012). Ces résultats sont confirmés par des mutants de Vgl 
qui présentent des défauts de polarité tissulaire, indiquant bien que la voie PCP est nécessaire pour 
l’établissement d’une polarisation des MT et du réseau d’actine des cellules multiciliées au sein d’un 
même épithélium (Vladar et al., 2012). Il est cependant important de noter que dans ces mutants Vgl, 
la polarité rotationnelle n’est pas affectée. Des études chez le xénope suggèrent que la voie PCP fixe 
une direction aux cils motiles dont le battement crée un flux directionnel. Ce flux exerce des forces 
hydrodynamiques qui définit la polarité rotationnelle au sein d’une cellule multiciliée (Mitchell et al., 
2009). Les observations de Vladar et collaborateurs, montrent la séparation entre les deux types de 
polarité : rotationnelle et tissulaire. Cette séparation est renforcée par le fait que certains mutants 
affectant la synthèse des cils n’induisent pas de perturbation de la polarité tissulaire (Guirao et al., 
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2010). Ainsi certaines questions restent posées quant à l’implication de certains acteurs de la voie PCP 
dans ces différents types de polarités. 
 
Nous avons vu dans cette introduction que les cils sont des structures conservées au cours de 
l’évolution et sont indispensables à certaines fonctions de l’organisme. La différenciation des MCC est 
un processus complexe contrôlé par une succession d’événements sous-contrôle de certaines voies de 
signalisation. Ces voies sont elles-mêmes finement régulées par de nombreux facteurs pour aboutir à 
la formation des cils motiles. Les miARN apparaissent comme de nouveaux acteurs capables de réguler 
et d’interconnecter simultanément de nombreuses voies de signalisation afin de contrôler des 
processus biologiques distincts. Dans ce contexte, nous nous sommes à déterminer le rôle de certains 
miARN dans la différenciation des MCC.  
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Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce manuscrit, la différenciation des épithéliums 
multiciliés est un processus complexe et dynamique. La caractérisation du transcriptome au cours de 
la différenciation de l’épithélium respiratoire humain réalisée dans notre équipe ainsi que dans un 
autre laboratoire (Ross et al., 2007) a permis de mettre en évidence le nombre élevé de gènes modulés 
durant ce processus. Alors qu’une étude suggérait un rôle probable des miARN dans la morphogénèse 
pulmonaire chez la souris (Harris et al., 2006), mon laboratoire d’accueil a été le premier à émettre 
l’hypothèse que certains miARN joueraient un rôle dans le processus de différenciation des 
épithéliums multiciliés.  
Avant mon arrivée au laboratoire, des répertoires de miARN au cours de la différenciation 
avaient été effectués. L’induction très forte des familles de miARN miR-449 et miR-34 dans les cellules 
multiciliées lors de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain avait déjà été observée par  
plusieurs approches indépendantes (microarray, séquençage, qRT-PCR, hybridation in situ). La famille 
miR-449 étant induite de plus de 1000 fois, le premier objectif de mon projet de thèse a été de 
déterminer l’impact fonctionnel de miR-449 au cours de la différenciation des cellules multiciliées. 
Mon deuxième objectif a été de tenter d’élucider les différents mécanismes d’action mis en jeu. Dans 
cette perspective, nos travaux ont conduit à l’étude du rôle des voies de signalisation Notch et BMP, 
deux voies majeures souvent interconnectées et impliquées dans la différenciation cellulaire, ainsi que 
celle des petites GTPases dans le contrôle du phénotype multicilié. 
Mon travail a donné lieu à cinq articles dont un soumis et un autre en cours de rédaction. 
Article 1: Marcet B, Chevalier B., Luxardi G., Coraux C, Zaragosi L-E, Cibois M, Robbe-Sermesant K, Jolly 
T, Cardinaud B, Moreilhon C, Giovannini-Chami L, Nawrocki-Raby B, Birembaut P, Waldman R, 
Kodjabachian L and Barbry P. Control of vertebrate multiciliogenesis by miR-449 through direct 
repression of the Delta/Notch pathway. Nature Cell Biology, (2011), (6):694-701. 
Article 2: Marcet B, Chevalier B, Coraux C, Kodjabachian L & Barbry P. microRNA-based silencing of 
Delta/Notch signalling promotes multiple cilia formation. 2011. Cell Cycle ; 10:17, 1-7  
Article 3: Chevalier B, Kodjabachian L, Coraux C, Barbry P & Marcet B. MicroRNAs control biosynthesis 
of motile cilia in vertebrates. Médecine/sciences 2011 ; 27 : 671-3 
Article 4 en phase de soumission: Chevalier B., Adamiok A., Merecey O., Zaragosi L-E, Pasini A., 
Kodjabachian L, Barbry P & Marcet B. miR-449 controls apical actin network formation during 
multiciliogenesis through small GTPase signaling. 
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Article 5 en cours de rédaction : Cibois, M.*, Luxardi, G.*, Chevalier, B.*, Thomé, V., Barbry, P., Marcet, 
B.$ and Kodjabachian, L.$. BMP signalling plays a prominent role in vertebrate mucociliary epithelium 
differentiation during development and regeneration.  
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I. MiR-449 contrôle la multiciliogenese en reprimant la voie 
Delta/Notch chez les vértébrés. 
 
Article 1: Marcet B, Chevalier B., Luxardi G., Coraux C, Zaragosi L-E, Cibois M, Robbe-Sermesant K, Jolly 
T, Cardinaud B, Moreilhon C, Giovannini-Chami L, Nawrocki-Raby B, Birembaut P, Waldman R, 
Kodjabachian L and Barbry P. Control of vertebrate multiciliogenesis by miR-449 through direct 
repression of the Delta/Notch pathway. Nature Cell Biology, (2011), (6):694-701. 
Article 2: Marcet B, Chevalier B, Coraux C, Kodjabachian L & Barbry P. microRNA-based silencing of 
Delta/Notch signalling promotes multiple cilia formation. 2011. Cell Cycle ; 10:17, 1-7  
Article 3: Chevalier B, Kodjabachian L, Coraux C, Barbry P & Marcet B. MicroRNAs control biosynthesis 
of motile cilia in vertebrates. Médecine/sciences 2011 ; 27 : 671-3 
 
Contexte de l’étude. 
Les épithéliums mucociliés sont morphologiquement similaires au sein des vertébrés. 
Constitués notamment par la présence de cellules multiciliées, où plusieurs centaines de cils vibratiles 
sont présents au pôle apical de ces cellules. Leur battement coordonné permet un transport vectoriel 
des fluides et des macromolécules. L’homme possède un épithélium mucocilié tapissant les voies 
respiratoires et dont le battement ciliaire est nécessaire pour la clairance mucociliaire. Comme nous 
l’avons vu dans  la partie introductive (cf. partie II. 3. B. 2) a ), l’épiderme d’embryon de Xénope est un 
épithélium mucocilié présentant de fortes similitudes avec l’épithélium respiratoire humain, en faisant 
ainsi un modèle pertinent pour des études comparatives de la multiciliogenèse.  
Les mécanismes génomiques gouvernant la différenciation des cellules multiciliées demeurent 
encore largement inconnus. Dans ce contexte, nous avons exploré le rôle des miARN dans la 
différenciation des épithéliums mucociliés à partir de nos deux modèles d’étude : l’épithélium 
respiratoire humain développé dans notre laboratoire ainsi que dans celui de Christelle Coraux 
(Inserm, Reims), et l’épiderme d’embryon de Xénope, développé par l’équipe de Laurent Kodjabachian 
à l’IBDML de Marseille. 
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Résultats obtenus 
MiR-449 est induit dans les cellules multiciliées 
Nous avons effectué et comparé les répertoires d’expression des miARN à partir de cellules 
multiciliées et de cellules non-ciliées d’épithélium respiratoire humain ou d’épiderme d’embryon de 
Xénope. Nous avons ainsi observé que les familles miR-449 (miR-449a, miR-449b et miR-449c) et miR-
34 (miR-34b/c) étaient les plus fortement régulées dans les cellules multiciliées des deux espèces. Le 
différentiel d’expression d’un facteur 1000 de miR-449 dans les cellules multiciliées nous a conduits à 
focaliser notre étude sur cette famille de miARN. Des hybridations in situ indiquent une expression 
spécifique de miR-449 dans les cellules multiciliées. De plus, dans le modèle humain, les profils des 
miARN par séquençage haut-débit ainsi que par « microarray » de cellules multiciliées et de cellules 
basales obtenues par tri cellulaire (FACSaria®), confirment un fort enrichissement de la famille miR-
449 dans les cellules multiciliées comparé aux cellules basales.  
Etant donné la forte induction de miR-449 dans les cellules multiciliées, nous avons cherché à 
déterminer son impact fonctionnel dans la différenciation des cellules multiciliées.  
 
MiR-449 est nécessaire pour la multiciliogenèse 
La multiciliogenèse est un processus nécessitant plusieurs étapes successives : 1) un arrêt du 
cycle cellulaire, suivie par 2) une centriologenèse massive correspondant à la synthèse de centaines de 
corps basaux dérivés de centrioles néo-synthétisés 3) la migration et l’ancrage de ces corps basaux à 
la membrane apicale ayant préalablement subi une restructuration de son réseau apical d’actine. Ces 
corps basaux servent alors de centres d’organisation des MT permettant l’assemblage des axonèmes 
des cils motiles. L’invalidation de miR-449 dans nos deux modèles d’étude entraîne un blocage de la 
formation des cils motiles, caractérisé par une forte réduction du nombre de cellules multiciliées. Par 
ailleurs, nous n’avons pu détecter des marquages de corps basaux ou de multiples centrioles dans les 
cellules invalidées pour miR-449. Ces résultats suggèrent que miR-449 serait nécessaire pour la 
multiciliogenèse à une étape précoce de différenciation, avant la centriologenèse. De manière 
intéressante, l’invalidation de miR-449 dans l’épiderme de grenouille n’affecte pas l’apparition des 
progéniteurs des cellules multiciliées, indiquant que miR-449 contrôle la différenciation terminale mais 
pas la spécification de ces progéniteurs. 
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MiR-449 contrôle la multiciliogenèse en ciblant la voie Delta/Notch 
Le mécanisme d’action majeur des miARN est de réprimer l’expression de leurs cibles. Ainsi, 
afin de déterminer le mécanisme d’action par lequel miR-449 contrôle la multiciliogénèse, nous avons 
cherché à identifier ses cibles principales à l’aide d’analyses transcriptomiques. Nous avons pour cela 
utilisé notre modèle in vitro de différenciation que nous avons comparé à des cellules épithéliales 
respiratoires surexprimant miR-449. Ces études ont été couplées à l’utilisation d’outils 
bioinformatiques de prédiction de cibles. Ainsi, nous avons déterminé deux cibles potentielles de miR-
449 conservées entre les deux espèces étudiées: le récepteur Notch1 et son ligand Delta-1 (Dll1). 
Des expériences de transfection de vecteur d’expression chimérique contenant le gène 
rapporteur de la luciférase sous le contrôle du 3’-UTR de Dll1 ou de Notch1, révèlent une forte 
diminution de l’activité luciférase en réponse à la co-transfection de miR-449. De plus, des mutations 
ponctuelles des sites de reconnaissance de miR-449 sur les 3’-UTR de Dll1 et de Notch1, restaurent 
l’activité luciférase lors de la surexpression de miR-449. Ces résultats indiquent que miR-449 interagit 
spécifiquement avec le 3’-UTR de nos deux cibles d’intérêt. 
En outre, la surexpression de miR-449 dans les cellules épithéliales respiratoires conduit à une 
diminution d’expression à la fois du transcrit et de la protéine de Dll1 et de Notch1. Inversement, le 
blocage de miR-449 au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire entraîne des effets 
opposés, à savoir une augmentation d’expression de Dll1 et Notch1. Par ailleurs, dans l’épithélium 
respiratoire humain nous avons pu déterminer que l’expression protéique de Dll1 et Notch1 était 
majoritairement exclue des cellules multiciliées qui expriment miR-449. L’ensemble de ces résultats 
nous suggèrent fortement que Dll1 et Notch1 sont bien des cibles physiologiques de miR-449 dans un 
épithélium respiratoire humain natif. Chez le xénope, il était connu que Dll1 est fortement exprimé 
dans les progéniteurs multiciliés puisqu’il diminue lors de leur différenciation terminale (Deblandre et 
al., 1999). Nous avons observé que le transcrit Dll1 diminuait bien lors de l’induction de miR-449 ; de 
plus le blocage de miR-449 induit une augmentation de Dll1. En revanche, aucun changement n’est 
observé quant à l’expression de Notch1 lors de l’invalidation de miR-449. 
Nous avons ensuite voulu déterminer l’impact fonctionnel du contrôle de la voie Notch par 
miR-449 dans le contexte de la multiciliogenèse sur nos deux modèles. Un blocage de la voie Notch 
-sécrétase), et chez le Xénope en 
invalidant Dll1 et Notch1 à l’aide de morpholinos, potentialise la multiciliogenèse, confirmant que 
l’inhibition de la voie Notch est bien nécessaire pour la multiciliogenèse dans les deux espèces. Par 
ailleurs, chez le Xénope, l’injection d’un transcrit Dll1 sans son 3’-UTR, bloque la multiciliogenèse sans 
affecter l’apparition de progéniteurs de cellules multiciliées, mimant l’invalidation de miR-449. Ce 
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résultat suggère que Dll1 serait la cible privilégiée de miR-449 dans le modèle Xénope. Afin de 
démontrer que le contrôle de la multiciliogénèse par miR-449 impliquait bien une répression 
spécifique de la voie Notch par miR-449 dans nos deux modèles, nous avons utilisé une approche de 
protection de cible. Cette approche consiste à transfecter ou à injecter un oligonucléotide 
complémentaire du site conservé de miR-449 dans le 3’-UTR de Notch1 ou de Dll1 afin de bloquer 
spécifiquement sur cette cible l’action du miR-449 endogène et de tester son impact fonctionnel. Si 
l’effet fonctionnel de miR-449 passe bien par la répression spécifique de cette cible, on peut mimer le 
blocage induit par l’invalidation spécifique de miR-449 en empêchant son interaction avec cette cible 
spécifique. Nous avons pu observer qu’une telle protection de Notch1 dans l’épithélium respiratoire 
inhibait bien la multiciliogénèse. La même approche expérimentale a été conduite chez le Xénope en 
abolissant l’action de miR-449 sur sa cible Dll1 : on observe alors une augmentation du transcrit Dll1, 
qui apparait donc bien comme une cible fonctionnelle de miR-449. Par ailleurs, la protection de Dll1 
contre l’action de miR-449, abolit la multiciliogenèse sans affecter l’apparition des progéniteurs de 
cellules multiciliées, mimant ainsi l’invalidation de miR-449. Une invalidation de la voie Notch reverse 
l’effet de l’invalidation de miR-449 en restaurant la multiciliogénèse. 
Nos travaux ont ainsi permis de démontrer que la répression de la voie Delta/Notch par miR-
449 est requise pour le déclenchement de la multiciliogénèse chez les vertébrés, mettant en lumière 
la conservation fonctionnelle d’un miARN et de son mécanisme d’action. 
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II. MiR-449 contrôle le remodelage du cytosquelette d’actine au 
pôle apical des cellules multiciliées lors de la multiciliogenèse en 
ciblant la voie des petites GTPases. 
 
Article 4 en phase de soumission: Chevalier B., Adamiok A., Merecey O., Zaragosi L-E, Pasini A., 
Kodjabachian L, Barbry P & Marcet B. miR-449 controls apical actin network formation during 
multiciliogenesis through small GTPase signaling. 
 
Contexte de l’étude 
Une étape précoce de la multiciliogénèse concerne l’ancrage des corps basaux néosynthétisés 
sous la membrane apicale. Ce processus nécessite la réorganisation préalable du réseau apical 
d’actine d’une manière qui est dépendante de RhoA et FoxJ1 (Pan et al., 2007). Cette réorganisation 
du réseau d’actine est caractérisée par un enrichissement de filaments d’actine et de protéines de 
liaisons à l’actine (e.g. ezrine) sous la membrane apicale des cellules multiciliées (Huang et al., 2003) 
(cf. partie III. 3. A. 5)). 
Les petite GTPases sont des régulateurs importants du remodelage du cytosquelette : leur 
fonction dépend de leur état d’activation (liaison au GTP) qui peut être finalement modulée à plusieurs 
niveaux (cf. partie III. 3. A. 2)). Les RhoGDIs maintiennent notamment les petites protéines G dans un 
état inactif (liée au GDP). Ici nous avons émis l’hypothèse que miR-449 pourrait contrôler l’activité ou 
l’expression de certaines petites GTPases. 
 
Résultats obtenus 
Réorganisation du cytosquelette d’actine lors de la multiciliogenèse. 
Nous avons étudié l’enrichissement apical du cytosquelette d’actine à partir de nos deux 
modèles d’épithéliums mucociliés de vertébrés.  
Nous avons d’abord noté un enrichissement apical de filaments d’actine au niveau des 
progéniteurs des cellules multiciliées chez les deux espèces étudiées. Cet enrichissement est maintenu 
dans les cellules multiciliées pleinement différenciées. Chez l’homme, des marquages en 
immunofluorescence permettant d’identifier l’ezrine, confirment aussi un enrichissement de cette 
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protéine au pôle apical des cellules multiciliées, reflétant la réorganisation apicale du cytosquelette 
d’actine. Par ailleurs, la cofiline-1 est une protéine impliquée dans les cycles de 
polymérisation/dépolymérisation de l’actine. Sa phosphorylation, qui inactive cette fonction de la 
cofiline-1, sert ainsi de marqueur de stabilité du réseau d’actine. Lors de la différenciation de 
l’épithélium respiratoire humain, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de la 
cofiline-1 jusqu’à l’étape de polarisation de l’épithélium puis une rapide diminution de la forme 
phosphorylée de cette protéine de manière concomitante avec 1) la multiciliogenèse et l’induction de 
miR-449, 2) l’enrichissement de l’ezrine au pôle apical des cellules multiciliées, 3) une augmentation 
de la protéine de liaison aux complexes ERM (Ezrine/Radixin/Moesin), la protéine EBP50. L’ensemble 
de ces observations indique un remodelage important du cytosquelette d’actine dans les cellules 
multiciliées lors de leur différenciation. Les mêmes observations ont été faites dans nos deux modèles 
expérimentaux. 
 
MiR-449 contrôle l’enrichissement apical d’actine des cellules multiciliées chez les vertébrés. 
La surexpression de miR-449 dans les cellules épithéliales respiratoires en prolifération conduit 
à une augmentation du nombre de fibres de stress d’actine, à une augmentation de la forme 
phosphorylée des protéines ERM comme cela est aussi observé dans les cellules multiciliées, ainsi qu’à 
une diminution de la forme phosphorylée de la cofiline-1. Par ailleurs, des mesures de l’activité des 
petites GTPases montrent que la surexpression de miR-449 entraîne une augmentation de l’activation 
de RhoA sans affecter significativement l’activité des petites GTPases Rac, tandis que l’invalidation de 
miR-449 au cours de la différenciation conduit à une inhibition de l’activité de RhoA. L’ensemble de 
ces observations suggèrent un lien fonctionnel fort entre miR-449 et le remodelage du cytosquelette 
d’actine.  
L’invalidation de miR-449 dans nos deux modèles bloque la multiciliogénèse, comme 
précédemment montré. Elle bloque également l’enrichissement apical d’actine dans les progéniteurs 
des cellules multiciliées. Chez l’homme, cette perte d’enrichissement apical d’actine, est quantifiée en 
mesurant le nombre de cellules positives pour l’ezrine. Le blocage de miR-449 in vitro induit une 
diminution du nombre de cellules positives à l’ezrine. Chez le Xénope, on observe également une 
perte de l’enrichissement apical de l’actine dans les cellules injectées.  
Ces résultats indiquent que miR-449 est requis pour la réorganisation apicale du cytosquelette 
d’actine dans les cellules multiciliées chez les vertébrés. 
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R-Ras et RhoGDI2 sont des cibles directes de miR-449. 
Une stratégie combinant approches expérimentales et in silico nous a permis d’identifier et de 
valider Arhgdib (un gène codant pour RhoGDI2, un inhibiteur de la protéine RhoA) et Rras (R-Ras, une 
petite protéine G de la famille Ras) comme nouvelles cibles de miR-449. R-Ras et RhoGDI2 sont 
réprimées au niveau transcriptionnel et protéique aussi bien en réponse à l’expression de miR-449 
qu’au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain d’une manière inversement 
proportionnelle à l’augmentation d’expression de miR-449. En utilisant une approche de gènes 
rapporteurs pour la luciférase placés sous le contrôle en 3’-UTR de Rras et d’Arhgdib sauvage ou muté, 
nous avons montré que miR-449 ciblait spécifiquement les 3’-UTR de Rras et d’Arhgdib. De plus, nous 
avons observé que l’expression protéique de R-Ras et RhoGDI2 était majoritairement exclue des 
cellules multiciliées. Ces résultats indiquent que R-Ras et RhoGDI2 sont des cibles directes de miR-449 
chez l’homme. Chez le Xénope, aucune expression de RhoGDI2 n’a été retrouvée dans des explants 
d’épiderme alors que celle de R-Ras est fortement diminuée au cours de la différenciation de 
l’épiderme d’une manière inversement corrélée avec l’augmentation d’expression de miR-449. Ainsi 
chez le Xénope, contrairement à R-Ras, RhoGDI2 ne semble pas être une cible conservée de miR-449. 
Nous nous sommes alors focalisés sur l’étude fonctionnelle du rôle de R-Ras et de sa répression par 
miR-449 durant la multiciliogénèse dans nos deux modèles. 
 
La répression de R-Ras par miR-449 est nécessaire pour la réorganisation apicale du 
cytosquelette d’actine et pour la multiciliogenèse dans les cellules multiciliées. 
Le contrôle de la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et de la multiciliogénèse par 
miR-449 via l’inhibition de R-Ras a ensuite été étudié dans nos deux modèles, par l’approche de 
protection de cible précédemment décrite. Dans les deux espèces, la protection de R-Ras induit bien 
un blocage de la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et de la multiciliogénèse, mimant 
ainsi les effets obtenus par l’invalidation de miR-449. De manière inattendue, l’invalidation de R-Ras à 
un stade précoce de différenciation, à l’aide de siARN ou de morpholinos, entraîne également un 
blocage du remaniement apical d’actine et de la multiciliogénèse, suggérant que l’expression de R-Ras 
à un stade précoce de différenciation serait requise pour la multiciliogénèse. Par ailleurs, l’invalidation 
de R-Ras dans les morphants protégés par le protecteur de R-Ras restaure la formation du réseau 
d’actine apicale et la multiciliogénèse, indiquant la spécificité de R-Ras dans ce processus. Par contre, 
l’invalidation de R-Ras n’affecte pas l’activité des petites GTPases Rho ou Rac. C’est donc par le biais 
d’une autre voie de signalisation que cette régulation se mettrait en place.  
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Conclusion 
L’ensemble de nos résultats démontre que la répression spécifique de R-Ras par miR-449 
permet de contrôler le remodelage apical du réseau d’actine au cours de la multiciliogénèse chez les 
vertébrés. Incidemment, nos données ont permis d’identifier R-Ras comme nouvel acteur conservé de 
la multiciliogénèse, de montrer que son expression à un stade précoce est requise et que son inhibition 
par miR-449 à un stade plus tardif est indispensable pour que les processus de réorganisation apicale 
du cytosquelette d’actine et de multiciliogénèse se déclenchent. 
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III. Rôle de la voie de signalisation BMP dans la différenciation des 
épithéliums multiciliés chez les vertébrés 
 
Article 5 en cours de rédaction : Cibois, M.*, Luxardi, G.*, Chevalier, B.*, Thomé, V., Barbry, P., Marcet, 
B.$ and Kodjabachian, L.$. BMP signalling plays a prominent role in vertebrate mucociliary epithelium 
differentiation during development and regeneration 
 
Contexte de l’étude 
Chez le Xénope il est connu que la voie BMP joue un rôle lors du partitionnement de 
l’endoderme, et chez l’homme un lien existe entre la voie BMP et la transition épithélio-
mésenchymateuse (cf partie III. 2. B). En revanche, aucune n’étude avant nous ne s’était intéressée à 
l’implication de la voie de signalisation BMP dans la différenciation des épithéliums multiciliés.  
 
Résultats obtenus 
Etude de la voie BMP dans la spécification des cellules de la couche interne et externe 
Chez le Xénope, l’activation de la voie BMP par l’injection de BMP4, bloque la spécification de 
l’ensemble des types cellulaires. Ainsi, il est observé un blocage de la spécification des cellules de la 
couche interne i.e progéniteurs des cellules ciliées (CCP) et ionocytes mais aussi de cellules basales. En 
revanche, les cellules sécrétrices de mucus de la couche externe ne sont pas affectées, indiquant que 
la voie BMP est impliquée dans la spécification des différentes couches de l’épiderme de Xénope. 
L’inactivation de la voie BMP à l’aide de morpholinos dirigés contre BMP2/4/7, induit une forte 
augmentation du nombre de CCP et d’ionocytes dans la couche interne ainsi qu’un défaut de 
spécification des cellules sécrétrices de mucus dans la couche externe. Ces résultats en miroir 
soulignent un double rôle de la voie BMP : d’une part elle agit sur la spécification des couches 
interne/externe et d’autre part elle contrôle la balance entre ces deux couches. D’autre expériences 
ont confirmé ces résultats avec l’utilisation non pas de facteurs solubles, mais des formes de 
récepteurs constitutivement actifs ou inactifs des BMP. De manière assez similaire, l’injection de 
récepteurs constitutivement inactifs (DN-Alk3) induit une forte spécification des cellules multiciliées 
et des ionocytes et au contraire la forme constitutivement active (CA-Alk3) abolit la spécification des 
cellules multiciliées. 
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Chez l’homme, l’épithélium respiratoire pseudo-stratifié ne comprend pas d’ionocytes et il n’y 
a pas de phénomène d’intercalation de cellules d’une couche interne vers une couche externe. Ainsi, 
l’étude chez l’homme nous permet de nous focaliser sur le rôle de la voie BMP dans la différenciation 
des différents types cellulaires de l’épithélium respiratoire. L’inactivation de la voie BMP2/4, avec 
l’utilisation de l’inhibiteur endogène Noggin, induit de façon massive la différenciation des cellules 
multiciliées et dans une moindre mesure celle des cellules sécrétrices de mucus alors qu’au contraire 
la stimulation de la voie BMP avec l’utilisation de BMP2 l’abolit complètement. Morphologiquement, 
l’activation de la voie BMP bloque la polarisation de l’épithélium et provoque une formation d’un 
épithélium de type mésenchymateux. Ces observations suggèrent un contrôle de la transition 
épithélio-mésenchymateuse (EMT) par la voie BMP comme montré précédemment (cf. partie 
III.2.B.2)).  
 
Rôle de la voie BMP dans l’intercalation des CCP et ionocytes. 
Les morphants BMP2/4/7 montrent une augmentation du nombre de CCP et d’ionocytes, qui 
ne s’intercalent néanmoins pas correctement dans la couche externe. Il a été montré qu’une 
augmentation du nombre de cellules qui s’intercalent dans la couche externe engendre des contraintes 
physiques empêchant ainsi une partie des cellules de s’intercaler. Ici, les CCP se différencient en 
cellules multiciliées mais aucune ne s’intercale dans la couche externe. Les mêmes observations de 
défaut d’intercalation ont été effectuées pour les ionocytes, indiquant ainsi un défaut d’intercalation 
lors de l’inhibition de la voie BMP dans les morphants BMP. L’inactivation d’acteurs de la voie BMP 
(forme inactive du récepteur Alk3 ou forme non phosphorylable de SMAD5), bloque l’activation de la 
voie BMP au sein même de la cellule réceptrice alors que l’invalidation des ligands BMP2/4/7 empêche 
la cellule réceptrice d’être stimulée par les ligands BMP extracellulaires. L’injection d’ARNm codant 
pour une forme inactive dominante du récepteur BMP2/4/7 (DN-Alk3) augmente significativement le 
nombre de cellules multiciliées et d’ionocytes qui s’intercalent correctement. Au contraire, l’utilisation 
d’une forme constitutivement active de ce récepteur (CA-Alk3) inhibe la différenciation des cellules 
multiciliées, comme cela est observé en réponse à une stimulation de la voie BMP par du BMP4. En 
outre, l’utilisation de l’effecteur transcriptionnel SMAD5 non activable (non phosphorylable – DN-
SMAD5) de la voie BMP2/4/7 induit le même phénotype indiquant que cet effet est régulé au niveau 
transcriptionnel. Par la suite, nous nous sommes intéressés à déterminer l’état d’activation de la voie 
BMP via la phosphorylation du complexe SMAD1/5/8 dans les différents types cellulaires de manière 
à suivre cette activation transcriptionnelle. 
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Activation de P-SMAD1/5/8 et cross-talk avec la voie BMP. 
Chez le Xénope, avant la spécification des cellules de la couche interne et externe, l’ensemble 
des cellules présente au niveau nucléaire des marques d’activation de la voie BMP avec le complexe 
SMAD1/5/8 phosphorylé. Plus tard, lors de l’intercalation, il n’a pas été possible techniquement de 
mesurer l’état de phosphorylation de SMAD1/5/8 en immunofluorescence dans les CCP et les 
ionocytes. En revanche, nous avons pu observer que les cellules sécrétrices de mucus et les cellules de 
la couche interne étaient positives pour la forme phosphorylée P-SMAD1/5/8. 
Chez l’homme nous avons confirmé que BMP2 active bien la phosphorylation de SMAD1/5/8 
et que cette phosphorylation est abolie en présence de l’inhibiteur endogène Noggin. Parallèlement à 
ces résultats, nous avons remarqué une forte diminution de la phosphorylation du complexe 
SMAD1/5/8 au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain. Ces résultats suggèrent 
fortement que le blocage de la voie BMP est requise pour la différenciation des cellules multiciliées, et 
que ce mécanisme est conservé du Xénope à l’homme.  
 
Régulation de DLL1 par la voie BMP. 
La voie BMP bloque l’intercalation des CCP et des ionocytes, cependant les marquages P-
SMAD5 ne permettent pas de dire avec certitudes dans quelles cellules la voie BMP est activée. Nous 
avons alors déterminé l’impact de l’activation et de l’inhibition de la voie BMP avec des marqueurs 
précoces des CCP et des ionocytes. La voie Notch est connue pour contrôler la différenciation des 
cellules multiciliées et DLL1, son ligand, est fortement exprimé dans les CCP. Ici, nous avons confirmé 
ces observations avec une forte expression de DLL1 entre le stade 10 et 12 dans les CCP mais nous 
avons aussi détecté une forte expression de DLL1 dans les ionocytes entre les stades 12 et 14.  
Lors de l’inactivation de la voie BMP par injection de DN-SMAD5 ou des morpholinos 
BMP2/4/7, on observe une diminution de l’expression de DLL1. Au contraire, l’activation de la voie 
BMP induit une augmentation de l’expression de DLL1, indiquant que la voie BMP participe au contrôle 
de l’expression de DLL1 dans les CCP et les ionocytes. De manière intéressante, des analyses plus 
poussées indiquent des résultats opposés sur l’expression de DLL1 en fonction du stade où BMP4 est 
injectée. En effet, avant le stage 10, BMP4 induit une forte expression de DLL1 mais de manière 
inattendue abolit l’apparition des CCP caractérisée par de fort niveau de DLL1. A partir du stage 10.5, 
l’injection de BMP4 n’a plus d’effet sur l’expression de DLL1 et on détecte des CCP. Ces résultats 
indiquent qu’une fois la spécification enclenchée avec l’augmentation de DLL1 au stade 10, les CCP ne 
sont plus capables de réagir à la stimulation par BMP4 et de bloquer la spécification en CCP. 
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Conclusion 
Nous avons montré que la voie BMP régule la différenciation de l’épiderme embryonnaire de 
Xénope ainsi que la différenciation de l’épithélium respiratoire humain. L’inhibition de la voie BMP 
conduit à une différenciation accrue vers un phénotype multicilié alors qu’au contraire son activation 
bloque la différenciation de l’épiderme embryonnaire de le Xénope et dans l’épithélium respiratoire 
humain induit la transformation des cellules épithéliales en type mésenchymateux. L’interconnexion 
avec la voie Notch, contrôlant aussi la différenciation vers un phénotype multicilié, reste encore à être 
déterminer plus clairement. Cependant, nos résultats suggèrent que le contrôle de la voie Notch est 
dépendant de l’état d’activation de la voie BMP. 
Il a été décrit que la voie BMP induit Vent-2, un facteur qui maintient les cellules dans un état 
pluripotent. Cette observation pourrait expliquer la perte de spécification des cellules de la couche 
interne de l’épiderme chez le Xénope lors de l’activation de la voie BMP. Au moment de la spécification 
des cellules de la couche interne de l’épiderme d’embryon de Xénope, la voie Notch intervient pour la 
spécification des CPP et des ionocytes. Certains travaux indiquent que la voie Notch et la voie BMP 
interagissent entre elles, notamment il est montré que la voie BMP potentialise la voie Notch. Les 
résultats obtenus ici avec des blocages et des activations fortes de la voie BMP n’est pas révélateur de 
la contribution de chacune de ces voies in vivo. Le contrôle de l’expression de DLL1 par la voie BMP 
révèle potentiellement un rôle de la voie BMP dans le contrôle de la force de l’inhibition latérale pour 
la mise en place d’un patron propre à l’épiderme de Xénope à travers le contrôle de l’expression de 
DLL1. Cependant, il nous reste à déterminer clairement le rôle de Vent2 dans le maintien des cellules 
pluripotentes empêchant la spécification des MCC. Aussi, chez l’homme la caractérisation de 
l’activation de la voie BMP dans les différents types cellulaires est nécessaire pour mieux caractériser 
le rôle potentiel de la voie BMP dans les différents types cellulaires. Aussi, de manière similaire au 
Xénope, la stimulation de la voie BMP après la différenciation de l’épithélium respiratoire, et l’étude 
de la sensibilité de certains types cellulaires à la voie BMP peut apporter aussi de nouveaux éléments 
de réponse. 
 
 
 
 
 
208 
 
209 
 
210 
 
211 
 
212 
 
213 
 
214 
 
215 
 
216 
 
217 
 
218 
 
219 
 
220 
 
221 
 
222 
 
223 
 
224 
 
225 
 
226 
 
227 
 
228 
 
229 
 
230 
 
231 
 
232 
 
233 
 
  
234 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Discussion & 
Perspectives 
235 
 
Mon travail de thèse a mis en lumière le rôle physiologique complexe joué par les miARN de la famille 
miR-449 (miR-449a/b/c, collectivement appelés miR-449) et les voies de signalisation qu’ils régulent 
dans le contrôle de la biogénèse des cils motiles chez les vertébrés.  
 
MiR-449 contrôle la multiciliogénèse. 
Expression de miR-449 
MiR-449 est fortement et spécifiquement exprimé dans les cellules multiciliées (MCC) de 
l’épithélium respiratoire humain, de l’épiderme ou du néphrostome de l’embryon de Xénope. Dans 
ces deux espèces, l’invalidation de miR-449 bloque la différenciation des MCC tandis qu’aucun défaut 
d’asymétrie droite/gauche lors de l’organogenèse n’est observé. Ce dernier processus est contrôlé par 
le cil nodal, un cil motile unique exprimé à la surface des cellules recouvrant le « gastrocele roof plate », 
structure embryonnaire (cf. partie II. 3. B. 2)) au sein de laquelle aucune expression de miR-449 n’est 
détectée (Marcet et al., 2011b). Nos résultats associent donc spécifiquement l’expression et le rôle de 
miR-449 aux cellules possédant une multitude de cils motiles. Foxj1 est un facteur de transcription clé 
de la ciliogénèse qui est exprimé dans les cellules possédant un ou plusieurs cils motiles et est détecté 
chez le Xénope aussi bien dans l’épiderme, le néphrostome que dans le « gastroceole roof plate », 
comme indiqué par l’observation de situs inversus lors de son invalidation (Stubbs et al., 2008). Dans 
le néphrostome et dans l’épiderme de Xénope, l’invalidation de miR-449 n’abolit pas l’expression de 
Foxj1. La présence de Foxj1 dans les cellules monociliées du « gastrocele roof plate » a permis de 
suggérer que d’autres facteurs additionnels étaient requis pour induire la différenciation des MCC 
(Stubbs et al., 2008). Nos observations distinguent le rôle de miR-449 de celui de Foxj1 : notre étude 
suggère que miR-449 serait l’un de ces facteurs jouant un rôle central dans la multiciliogenèse (Marcet 
et al., 2011b). 
 
L’arrêt du cycle cellulaire 
Le premier événement nécessaire à la multiciliogenèse est un arrêt du cycle définitif. La 
première fonction de miR-449 qui a été caractérisée dans d’autres modèles est de bloquer le cycle 
cellulaire (Bou Kheir et al., 2011; Feng and Yu, 2010; Lize et al., 2010b; Marcet et al., 2011b). En accord 
avec ces observations, nous avons montré que l’expression de miR-449 dans des cellules respiratoires 
humaines en prolifération entraîne un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Marcet et al., 2011b). Par 
ailleurs, dans notre modèle humain de différenciation miR-449 réprime spécifiquement l’expression 
de nombreux acteurs du cycle cellulaire. En revanche, nous avons constaté que l’invalidation de miR-
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449 au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain, une fois la confluence cellulaire 
atteinte, ou dans l’épiderme d’embryon de Xénope n’affecte ni la prolifération ni l’apoptose. Ces 
résultats suggèrent qu’une fois l’épithélium formé, l’inhibition de contact est suffisante pour bloquer 
la prolifération cellulaire même si miR-449 est bloqué. En outre, l’expression de miR-449 et de son 
gène hôte CDC20B est induite au moment même où les cellules épithéliales stoppent leur phase de 
prolifération cellulaire comme révélé par certains marqueurs de prolifération (par exemple le transcrit 
MKI67 codant pour la protéine Ki67). L’ensemble de nos données confirme donc le rôle de miR-449 
dans l’arrêt du cycle cellulaire à un niveau précoce de la différenciation (cf. partie III. 1. E). 
 
Contrôle des voies Notch et BMP au cours de la multiciliogenèse : rôle de miR-449 ? 
Nos résultats indiquent que l’inhibition de la voie Notch par miR-449 est nécessaire pour la 
multiciliogénèse dans nos deux modèles.  
 
Contrôle de la voie Notch par miR-449 dans l’épithélium respiratoire humain 
miR-449 réprime directement l’expression à la fois du ligand DLL1 et de son récepteur Notch1 
au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 
2011b). DLL1 et Notch1 sont absents dans les MCC (cellules multiciliées) et ne demeurent alors 
exprimés que dans les cellules non-ciliées avoisinantes, qui sont alors susceptibles de stimuler la voie 
Notch dans les cellules adjacentes telles que les MCC (Marcet et al., 2011b). C’est pourquoi une 
inhibition permanente de Notch1 par miR-449 au sein des MCC est alors indispensable pour maintenir 
un phénotype multicilié. Cette hypothèse pourra être évaluée par la stimulation de l’épithélium 
respiratoire avec du ligand DLL1 qui ne devrait pas induire de perte des MCC qui n’expriment pas de 
Notch1. En revanche, l’expression de la forme clivée intracellulaire de Notch1 (NICD) par infection 
lentivirale dans l’épithélium respiratoire différencié pourrait nous permettre d’observer si une 
réactivation de la voie Notch pourrait induire une dédifférenciation de ces MCC.  
 
Rôle de la régulation de DLL1 par miR-449 dans l’épiderme de Xénope. 
La manipulation expérimentale du modèle Xénope étant plus accessible, les mécanismes 
moléculaires peuvent être plus précisément étudiés (Deblandre et al., 1999; Marcet et al., 2011b; 
Marnellos et al., 2000; Stubbs et al., 2006; Stubbs et al., 2012). Dans l'épiderme de Xénope, la 
spécification des MCC implique le mécanisme d’inhibition latérale de la voie Notch (Marnellos et al., 
2000) (cf. partie III.2.A). L’activation de la voie Notch par injection du NICD dans l’épiderme bloque la 
spécification des CCP (progéniteurs des cellules multiciliés) indiquant que l’inactivation de la voie 
Notch est nécessaire pour la spécification des CCP (Deblandre et al., 1999; Marnellos et al., 2000). Les 
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transcrits Dll1 sont transitoirement détectés dans les CCP, avant l’apparition des marqueurs 
spécifiques des MCC. L’injection de DLL1, qui par cis-inhibition bloque l’activation de la voie Notch, 
conduit à l’apparition de la spécification des CCP mais bloque leur différenciation terminale. La 
régulation de DLL1 à cette étape est nécessaire pour initier la différenciation terminale des MCC 
(Deblandre et al., 1999; Marcet et al., 2011b). Dans ce contexte, nous avons montré que miR-449 est 
nécessaire une fois la spécification effectuée pour réguler DLL1 dans les CCP et donc pour induire la 
différenciation terminale des CCP en MCC. Ici, deux mécanismes peuvent être envisagés pour expliquer 
pourquoi l’inhibition de DLL1 par miR-449 dans les CCP est nécessaire pour stimuler la multiciliogénèse 
chez le Xénope :  
 Soit DLL1 active la signalisation Notch dans les cellules adjacentes aux progéniteurs, qui à leur 
tour peuvent produire un signal paracrine réprimant la différenciation terminale des 
progéniteurs. Un processus analogue a d’ailleurs déjà été observé dans l’épithélium 
respiratoire humain où TFF3 (Trefoil Factor 3), une protéine secrétée par les cellules à mucus 
est nécessaire pour la différenciation des MCC (LeSimple et al., 2007). 
 Soit DLL1 peut réprimer la différenciation des progéniteurs par une voie autocrine. 
 
Ainsi, la régulation de DLL1 induit la différenciation des MCC par un mécanisme qui reste à élucider. 
Nos derniers résultats montrent une augmentation séquentielle de DLL1 dans les CCP et dans les 
progéniteurs des ionocytes au niveau de la couche interne de l’épiderme de Xénope (cf. partie résultats 
Article 5). L’activation de la voie Notch est connue pour bloquer la spécification à la fois des MCC et 
des ionocytes (Deblandre et al., 1999). La répression de DLL1 par miR-449 dans les CCP induit l’arrêt 
de l’activation de la voie Notch dans les cellules réceptrices avoisinantes. Cet arrêt d’activation de la 
voie Notch est potentiellement nécessaire pour la spécification des ionocytes du fait notamment de 
l’expression séquentielle de DLL1 (cf. partie résultats Article 5). En effet, l’inactivation de la voie Notch 
dans des cellules voisines pourrait induire l’expression progressive de DLL1 dans les progéniteurs des 
ionocytes (cf. partie résultats Article 5). Dans ces conditions, les ionocytes apparaissent comme de 
bons candidats pour la production d’un signal paracrine empêchant la différenciation terminale des 
MCC. Pour confirmer cette hypothèse, la protection de DLL1 contre l’action de miR- 449 pourrait 
permettre d’observer un maintien de l’expression DLL1 dans les CCP et d’étudier ainsi l’effet sur la 
spécification des ionocytes dans ces conditions. 
 
Régulation de Notch1 par miR-449 dans l’épiderme de Xénope : vers un modèle conservé de 
l’action de miR-449 ? 
La répression directe de Notch1 par miR-449 est nécessaire pour la différenciation de 
l’épithélium respiratoire humain (Marcet et al., 2011b). Chez le Xénope, la répression directe de DLL1 
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par miR-449 serait l’événement majeur. Nonobstant, au moins deux raisons laissent suggérer que miR-
449 pourrait aussi cibler Notch1 dans l’épiderme de Xénope : 
- D’une part et de façon inattendue et non expliquée, l’invalidation de miR-449 dans 
l’épiderme de Xénope, induit une augmentation de DLL1 dans la plupart des cellules de 
l’épiderme et donc l’apparition d’un nombre important de CCP. Cette observation indique 
tout d’abord une absence de régulation de DLL1 par miR-449 empêchant la différenciation 
terminale des CCP comme montré (Marcet et al., 2011b). Néanmoins, cette forte 
augmentation de la spécification en MCC est similaire à une altération du patron de 
spécification contrôlé par l’inhibition latérale (Deblandre et al., 1999; Marnellos et al., 
2000). Cet effet peut indiquer un autre rôle de miR-449 à une étape plus précoce que la 
régulation de DLL1 (cf. figure 35). En effet, l’absence de la régulation de Notch1 dans les 
futures MCC pourrait potentialiser l’activation de Notch1, connu pour inhiber l’expression 
de DLL1 dans ces mêmes cellules. Cette baisse de DLL1 induirait ainsi une diminution dans 
les cellules avoisinante de l’activation de Notch via l’inhibition latérale aboutissant à 
l’augmentation de la formation de cellules DLL1 positives. On aurait alors une altération 
du patron avec l’apparition potentielle d’un nombre plus important de CCP comme 
observé (cf. partie Résultats Article 1) (Marcet et al., 2011b). 
- D’autre part, quand les progéniteurs des ionocytes expriment à leur tour DLL1, le ciblage 
de Notch1 par miR-449 dans les MCC empêcherait un signal retour de la voie Notch dans 
les MCC qui pourrait affecter la différenciation des MCC. 
 
Ainsi ces différents éléments suggèrent que chez le Xénope miR-449 contrôlerait dans un 
premier temps la formation du patron de spécification des CCP en réprimant Notch1 et dans un 
deuxième temps induirait la différenciation terminale des CCP en MCC en réprimant DLL1 (Marcet et 
al., 2011b). Pour confirmer cette hypothèse, de nombreuses évidences expérimentales 
supplémentaires doivent être apportées. Tout d’abord, il faut déterminer l’impact fonctionnel de la 
protection de Notch1 contre l’action de miR-449. Deux situations sont alors envisageables : 
- Soit miR-449 ne cible pas Notch1 et alors la protection de Notch1 contre l’action de miR-449 
n’aura aucun effet ni sur la spécification ni sur la différenciation terminale. En effet, le patron 
de spécification ne sera pas altéré et DLL1 sera toujours ciblé par miR-449 permettant la 
différenciation terminale des MCC (cf. figure 35). 
- Soit miR-449 cible Notch1, et alors la protection de Notch1 contre l’action de miR-449 pourrait 
paradoxalement provoquer une augmentation de la différenciation des MCC : l’absence de 
répression de Notch1 induit par sa protection provoquera une altération du patron de  
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spécification avec une augmentation de la spécification en CCP, comme cela a été observé 
dans les morphants miR-449 (Marcet et al., 2011b). Cependant dans cette condition, et 
contrairement à l’invalidation de miR-449, miR-449 sera toujours capable de réprimer DLL1 et 
d’induire la différenciation terminale des MCC. L’augmentation du nombre de MCC sera ainsi 
représentative de l’augmentation du nombre de CCP (cf. figure 35). 
 
D’autre part, la protection de DLL1 contre l’action de miR-449 abolit la multiciliogenèse indiquant 
bien que la répression de DLL1 par miR-449 affecte la différenciation terminale des MCC. Il reste 
néanmoins, à déterminer l’effet de la protection de DLL1 sur la spécification des CCP. Ces expériences 
associées à celles de la protection de Notch1, pourrait fournir des évidences supplémentaires pour 
savoir si miR-449 cible aussi Notch1. A nouveau, deux situations peuvent alors être envisagées lors de 
la protection de Dll1 : 
 Soit miR-449 ne cible pas Notch1, et alors la différenciation terminale des MCC sera abolit par 
la protection de DLL1 sans que la spécification n’en soit affectée. 
 Soit miR-449 cible Notch1, et alors la protection de DLL1 n’affectera pas la répression de 
Notch1 par miR-449 et le patron de spécification n’en sera pas affecté. L’arrêt de la 
différenciation terminale dans ces conditions sera le reflet du rôle de miR-449 sur DLL1 
uniquement.  
 
Confirmation du modèle chez l’Homme. 
Il est à noter que des expériences similaires peuvent être effectuées chez l’Homme pour 
montrer que ce mécanisme proposé est conservé dans nos deux modèles.  
Nous avons montré que la protection de Notch1 dans l’épithélium respiratoire humain bloque 
l’apparition des MCC. Mais comme chez le Xénope, le blocage de l’action de miR-449 sur Notch1 peut 
aussi induire une altération de l’inhibition latérale confirmant nos expériences où une diminution du 
nombre de MCC est observée. Si ce modèle est correct, la protection de DLL1 chez l’Homme aboutira 
au même phénotype que la protection de Notch1 avec une diminution de l’apparition des MCC. La 
différence entre ces deux protections viendra de l’étude des progéniteurs des MCC humaines : la 
protection de Notch1 induira une diminution de la spécification alors que la protection de DLL1 
n’affectera pas la spécification. Malheureusement, aucun marqueur des progéniteurs des MCC n’est 
connu chez l’Homme à l’heure actuelle. 
Dans nos deux modèles d’étude, la répression de la voie Notch par miR-449 est centrale, bien 
que des mécanismes distincts des deux espèces puissent être impliqués. Ces différences pourraient 
s’expliquer par la force de l’inhibition latérale influençant le patron de différenciation. En effet, 
l’inhibition latérale semble s’exercer de manière différente entre le Xénope et l’Homme. Dans nos deux 
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modèles, l’inhibition de la voie Notch induit la différenciation des MCC mais l’épithélium respiratoire 
humain est composé d’une grande majorité de MCC alors que dans l’épiderme de l’embryon de 
Xénope les MCC ne représentent qu’une part minoritaire des cellules de ce tissu. 
En conclusion, je propose que miR-449 contrôle deux aspect distincts de la voie Notch : 
Dans un premier temps, la régulation de Notch1 permet d’établir par l’inhibition latérale le patron de 
spécification de l’épiderme de Xénope et de l’épithélium respiratoire humain. Dans un deuxième 
temps, la régulation de DLL1 dans les CCP permet la différenciation terminale en MCC. Cet aspect de 
régulation de la voie Notch, pourrait mettre en lumière un mécanisme précis de régulation de la voie 
Notch en deux étapes et ceci de manière conservée au cours de l’évolution. 
 
Régulation de la voie BMP et cross-talk avec la voie Notch : implication de miR-449 ? 
Une interaction étroite entre la voie Notch et la voie BMP a déjà été décrite dans d’autres 
systèmes. Dans nos modèles d’étude, nous avons montré que la voie BMP intervient plus précocement 
dans la différenciation des cellules multiciliées et module l’activité de la voie Notch en modulant 
l’expression de DLL1 (cf. partie résultats Article 5). L’activation de la voie BMP inhibe l’apparition des 
CCP, bloque la multiciliogénèse et induit une augmentation d’expression de DLL1. Au contraire, 
l’inhibition de la voie BMP induit très fortement la différenciation des MCC associée à une forte 
diminution d’expression de DLL1. Ainsi nous avons observé que la voie BMP pouvait moduler la voie 
Notch en régulant l’expression de DLL1. N’ayant retrouvé aucun site de fixation de SMAD (facteurs de 
transcription induits par la voie BMP) sur la région promotrice de DLL1, nous supposons que cet effet 
est indirect. MiR-449 étant un régulateur majeur de la voie Notch au cours de la multiciliogénèse, on 
peut alors se demander si la voie BMP contrôle de manière directe l’expression de miR-449. Cela 
suggèrerait qu’en réponse à l’inhibition de la voie BMP, l’expression de miR-449 serait induite et agirait 
directement sur l’inhibition de DLL1 pour déclencher la différenciation terminale des MCC. MiR-449 
apparaît alors comme un interactant possible reliant les voies BMP et Notch au cours de la 
multiciliogénèse. Ici, il serait intéressant d’invalider miR-449 lors du blocage de la voie BMP afin de 
confirmer que miR-449 promeut la multiciliogénèse sous le contrôle de la voie BMP. 
 
Remodelage du cytosquelette d’actine 
Le deuxième événement requis pour la biogénèse des cils motiles est la réorganisation apicale 
du cytosquelette d’actine. Ce mécanisme nécessite l’activation de la petite GTPase RhoA par un 
mécanisme dépendant de Foxj1 (Pan et al., 2007). Cette activation entraine une cascade de 
signalisation via des kinases effectrices de RhoA notamment Rock1 qui induit la phosphorylation des 
ERM, des protéines de liaison à l’actine. Dans les MCC, les ERM sont localisées au pôle apical par des 
mécanismes encore peu connus et une fois phosphorylées changent de conformation permettant leur 
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interaction avec l’actine (Algrain et al., 1993). Ces ERM servent de piliers à de l’architecture cellulaire 
en faisant le lien entre le réseau d’actine et la membrane des cellules épithéliales (Saotome et al., 
2004). Dans les MCC, parmi les ERM, l’ézrine est phosphorylée et localise au pôle apical de la cellule 
où l’enrichissement d’actine est retrouvé (Huang et al., 2003; Pan et al., 2007). Nos résultats indiquent 
que la surexpression de miR-449 induit une augmentation du nombre de fibres de stress d’actine dans 
les cellules en prolifération tandis que son invalidation abolit la formation du réseau apical d’actine 
dans les progéniteurs des MCC dans les deux espèces. De plus, miR-449 induit une élévation de 
l’activité de RhoA et de la phosphorylation de l’ézrine, suggérant un rôle dans le remodelage du 
cytosquelette d’actine. Par des approches de transcriptome et d’analyses in silico, nous avons 
déterminé deux cibles de miR-449, RhoGDI2 et R-Ras, reliées aux petites GTPases et au cytosquelette 
d’actine. RhoGDI2, une protéine inhibitrice de l’activation de RhoA (Cherfils and Zeghouf, 2013; Garcia-
Mata et al., 2011), est une cible directe de miR-449 dans les MCC. Néanmoins, trois écueils nous ont 
empêché de déterminer RhoGDI2 comme une cible conservée et fonctionnelle de miR-449 dans le 
remodelage apical d’actine. Tout d’abord, l’invalidation de RhoGDI2 par des siARN n’a pas été 
suffisante pour induire une augmentation de l’activité de RhoA. Ensuite, la protection de RhoGDI2 
contre l’action de miR-449 n’a pas aboli le remodelage du cytosquelette d’actine au cours de la 
multiciliogénèse. Enfin, RhoGDI2 ne semble pas être une cible conservée chez le Xénope. Ces résultats 
nous suggèrent que miR-449 pourrait aussi cibler d’autres régulateurs de l’activité de RhoA qui 
pourraient compenser l’absence de RhoGDI2. Par exemple, la protéine Arhgap1 est connue pour 
potentialiser l’hydrolyse de l’ATP entraînant ainsi une diminution de l’activité de RhoA (Mori et al., 
2009). Arhgap1 est une autre cible potentielle de miR-449 dont le transcrit est fortement diminué par 
la surexpression de miR-449. L’absence d’effet sur l’activité de RhoA de l’invalidation spécifique de 
RhoGDI2 pourrait être expliquée par la présence d’Arghap1. MiR-449 contrôlerait donc l’activité de 
RhoA en ciblant simultanément plusieurs régulateurs. Chez le Xénope aussi, miR-449 pourrait cibler 
d’autres régulateurs de RhoA encore non identifiés. 
R-Ras est la deuxième cible de miR-449 que nous avons identifié et caractérisé comme 
conservée chez l’Homme et le Xénope. La protection de R-Ras contre l’action de miR-449 bloque le 
remodelage du cytosquelette d’actine et la multiciliogénèse dans nos deux modèles. De manière 
intéressante, l’invalidation de R-Ras à un stade précoce de la différenciation abolit aussi la 
multiciliogenèse dans les deux espèces. Nos résultats indiquent que l’expression précoce de R-Ras est 
requise pour la différenciation en cellules multiciliées, et que sa répression par miR-449 à une étape 
plus tardive est indispensable pour la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et le 
déclenchement de la multiciliogénèse. A ce stade de notre étude, nous n’avons pas déterminé de 
manière précise le mécanisme moléculaire sous-jacent. Il a été montré que la voie Notch contrôlait 
l’activité de R-Ras (Hodkinson et al., 2007). Cependant, nous pouvons soutenir que l’effet observé dans 
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notre modèle n’est pas dû à l’inhibition de la voie Notch par miR-449, mais bien à l’action directe de 
miR-449 sur l’inhibition de l’expression de R-Ras. En effet, miR-449 abolit complètement l’expression 
de R-Ras, rendant inutile le contrôle de l’activité d’une protéine par la voie Notch alors que cette même 
protéine n’est plus exprimée par la cellule.  
En outre, R-Ras est capable d’interagir avec la filamine A, une protéine cytoplasmique 
impliquée dans le positionnement des filaments d’actine (Calderwood et al., 2001). Cette interaction 
est nécessaire au maintien de la perméabilité de l’endothélium (Griffiths et al., 2011). On peut émettre 
l’hypothèse qu’un rôle similaire pourrait exister au cours de la multiciliogénèse. Des résultats 
préliminaires nous indiquent que la filamine A est exprimée de manière homogène dans le cytoplasme 
des cellules basales de l’épithélium respiratoire humain tandis que son expression dans les MCC serait 
restreinte au pôle apical à proximité des corps basaux (cf. figure 36A et B).  
Dans ce contexte, une étude récente a montré que la filamine A interagit avec la Meckelin 
(TMEM67) et que l’altération de cette interaction par l’invalidation de la filamine A ou de la Meckelin 
induit des défauts de ciliogénèse du cil primaire et de positionnement du corps basal (Adams et al., 
2012). Lors de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain nous observons une forte 
induction de la Meckelin (cf. figure 36C), et la base de données « Human Protein Atlas » suggère une 
expression apicale de la Meckelin dans les cellules cylindriques de l’épithélium respiratoire nasal (cf. 
figure 36D). Il est connu que l’action des filamines passe par leur association avec d’autres partenaires 
moléculaires, et que des compétitions entre ces différents partenaires existent de façon à moduler son 
rôle dans une cellule (Nakamura et al., 2011). Les expériences de protection de cible indiquent que R-
Ras doit être spécifiquement réprimée par miR-449 dans les futures MCC pour induire la réorganisation 
apicale d’actine et déclencher la formation des cils motiles. Aussi l’effet de l’invalidation de R-Ras 
affecte la différenciation des cellules multiciliées. Une hypothèse pour expliquer ce phénomène est 
que l’interaction de R-Ras avec la filamine A est nécessaire dans d’autres types cellulaire ou en début 
de différenciation. Nous émettons ainsi l’hypothèse que miR-449 en ciblant R-Ras de manière 
spécifique dans les cellules multiciliées, induit un changement de partenaire de la filamine A, 
hypothétiquement avec la Meckelin, de manière spécifique aux cellules multiciliées. Ainsi pour 
affirmer cette hypothèse, des expériences d’immuno-précipitations de la filamine A pourraient 
permettre d’identifier les différents partenaires de la filamine A au cours de la différenciation de 
l’épithélium respiratoire et d’observer si la Meckelin qui est induite à ce moment-là interagit avec la 
filamine A au moment où R-Ras est réprimée. Mais dans un premier temps la localisation cellulaire par 
immunofluorescence de la Meckelin pourrait par déjà nous indiquer si son expression est restreinte 
aux MCC, et aussi si elle colocalise avec la filamine A.  
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MiR-449 et multiplication des centrioles 
D’autres événements indispensables à la multiciliogénèse sont la multiplication des centrioles, 
leur migration et leur ancrage à la membrane apicale afin de former les corps basaux nécessaires pour 
l’élongation de l’axonème des cils. L’invalidation de miR-449 bloque la multiciliogénèse ainsi que la 
multiplication des corps basaux, dérivés des centrioles, suggérant un rôle précoce de miR-449 dans la 
multiplication des corps basaux (Marcet et al., 2011b). Néanmoins, il nous manque des arguments 
déterminants pour relier directement miR-449 à la centriologenèse. 
Chez le Xénope, l’invalidation de miR-449 est effectuée par l’injection de morpholinos dirigés 
contre miR-449 (MO-449) dans l’épiderme au stade blastomère bien avant l’apparition des MCC. Lors 
de l’observation des MCC à des stades plus tardifs dans les morphants-449, il est remarqué que le 
traceur co-injecté avec MO-449 est dilué sur les bords de la zone injectée. Cela est potentiellement dû 
soit aux divisions cellulaires successives entraînant une dilution du « pool » injecté à chaque division 
soit à un effet de diffusion dans l’épiderme. De manière étonnante, il a été remarqué (données non 
publiées) que dans ces zones peu injectées et donc moins concentrées en MO-449, les cellules forment 
des cils motiles mais avec un nombre de cils par cellules moins important que dans les parties non 
injectées. Ces zones correspondent à des cellules ayant moins de MO-449 et donc des niveaux de miR-
449 encore libre moins importants mais encore présents, permettant ainsi d’effectuer la 
multiciliogenèse de façon partielle. Cet effet observé est techniquement difficile à étudier, dû à la 
sensibilité de détection des niveaux de miR-449 en hybridation in situ, mais peut potentiellement 
révéler le rôle de miR-449 dans la multiplication des centrioles. Une des hypothèses que l’on peut 
formuler serait que la quantité de miR-449 est proportionnelle au nombre de corps basaux et donc de 
cils observés. Plusieurs approches sont en cours de réalisation pour évaluer cet effet. Nous avons alors 
cherché à évaluer l’effet de miR-449 sur la multiplication des centrioles. La déplétion totale de miR-
449 n’apporte ici aucune information puisqu’elle abolit totalement la multiciliogénèse. Chez l’Homme, 
la surexpression de miR-449, à une étape précoce de prolifération avant la différenciation de 
l’épithélium respiratoire, induit une forte diminution du nombre de MCC (données non publiées). Il est 
probable que cet effet soit associé à un blocage trop précoce de la prolifération par miR-449. Cet effet 
dépendant du cycle cellulaire empêche l’épithélium d’atteindre la confluence et d’établir sa 
polarisation ainsi que son étanchéité, une étape indispensable pour que la différenciation de 
l’épithélium respiratoire se poursuive. Chez le Xénope, ces expériences n’ont pas été effectuées mais 
on peut aussi imaginer un retard de développement de l’épiderme à moins d’avoir recours à des 
injections à des stades plus tardifs. En effet, seules des modulations de miR-449 directement dans les 
CCP permettraient de voir l’impact de miR-449 dans le contrôle du nombre de cils motiles par cellules. 
Cette approche peut être envisageable chez le Xénope mais est complexe à mettre en œuvre dans le 
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modèle humain, nécessitant l’utilisation de constructions lentivirales pour pallier à la difficulté de 
transfection de ce modèle par des approches classique en liposomes qui ne sont efficaces que sur des 
cellules en prolifération. 
Nous avons donc utilisé une autre approche en parallèle pour évaluer le rôle de miR-449 dans 
la centriologenèse. La multiplication des centrioles est étroitement reliée à la phase S du cycle 
cellulaire (Hinchcliffe and Sluder, 2001). De nombreuses publications ont étudié le rôle de certains 
acteurs comme PLK4 (Holland et al., 2012) dans ce processus à partir de nombreuses lignées cellulaires 
(e.g. cellules CHO et Hela par exemple). Nous avons alors utilisé ces lignées cellulaires pour évaluer 
l’impact de miR-449 dans la multiplication du nombre de centrioles. Dans nos mains, la surexpression 
de miR-449 n’induit une multiplication du nombre de centrioles que dans un faible nombre de cellules. 
MiR-449 induit un arrêt du cycle cellulaire en G0/G1 lors de la synchronisation des cellules par 
déplétion en sérum. Comme miR-449 réprime de nombreuses cibles impliquées à différentes étapes 
du cycle cellulaire, il n’est pas impossible que dans certains types cellulaires, miR-449 induise un arrêt 
des cellules à différentes étapes du cycle cellulaire, comme cela vient d’être montré avec miR-34c (qui 
appartient à la même famille que miR-449 (cf. partie III. 1. E), qui induit une augmentation des cellules 
en phase S (Wu et al., 2013). Nous pouvons alors émettre trois hypothèses pour expliquer le faible 
rendement de miR-449 sur la multiplication des centrioles dans nos expériences :  
- soit miR-449 n’a pas d’effet sur la multiplication des centrioles et l’augmentation observée 
dans une faible proportion de cellules correspond aux cellules arrêtées en phase S à ce 
moment-là et qui ont commencé une multiplication de centrioles de manière 
indépendante de la surexpression de miR-449. 
- soit en plus de l’arrêt en phase S de certaines cellules, miR-449 induit une multiplication 
de centrioles. Mais afin détecter un effet potentiel de miR-449 sur la multiplication de 
centrioles, il est nécessaire de comparer le nombre de centrioles par cellule lors d’un arrêt 
en phase S avec celui obtenu lors de la surexpression de miR-449.  
- la surexpression de miR-449 pourrait induire de l’apoptose entrainant des marquages 
aspécifiques augmentant la détection de centriole « faux positifs ». 
- ou alors des marquages aspécifiques des centrioles dus à la qualité de l’anticorps ou de la 
technique d’immunofluorescence. 
Pour pallier ces deux derniers points, de nombreux laboratoires ont recours pour quantifier 
les centrioles à des lignées stables exprimant la centrine-2 fusionnée avec une protéine fluorescente 
et utilisent en plus un autre marqueur du centriole par immunofluorescence [20]. Ainsi pour 
réellement évaluer l’effet de miR-449 dans la multiplication des centrioles, nous avons commencé à 
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mettre au point ce type lignée cellulaire. Pour répondre aux deux premiers points et s’affranchir de 
l’effet de miR-449 sur le cycle cellulaire, il est possible d’induire artificiellement une multiplication de 
centrioles, grâce à un traitement par de l’hydroxyurée qui bloque les cellules en phase S (Kuriyama et 
al., 2007), une étape du cycle cellulaire où s’enclenche la multiplication des centrioles. Ainsi la 
surexpression de miR-449 avec un traitement préalable à l’hydroxyurée dans les lignées étiquetées 
centrine-2, permettra de répondre à cette hypothèse. Cependant il ne faut pas oublier que de 
nombreux facteurs nécessaires à l’action de miR-449 dans le contexte de la multiciliogénèse peuvent 
être absents dans des lignées cellulaires classiques, rendant ainsi nos approches in vivo plus fiables. 
Enfin, miR-449 est inclus dans l’intron 2 de son gène hôte codant pour la protéine CDC20B. De 
manière remarquable, nous avons montré que CDC20B colocalise dans l’épithélium respiratoire 
humain avec les corps basaux des MCC. Ces données nous ont conduits à émettre l’hypothèse d’un 
rôle synergique ou complémentaire dans la multiciliogénèse entre miR-449 et son gène hôte CDC20B. 
 
Rôle d’un locus conservé chez les vertébrés dans la multiciliogenèse 
De manière conservée chez les vertébrés, le cluster miR-449 est situé dans l’intron 2 du gène 
codant pour la protéine CDC20B dont le rôle est encore inconnu. CDC20B est lui-même contenu chez 
l’Homme dans le locus 5q11. Ce locus semble être conservé chez tous les vertébrés étudiés. L’analyse 
de l’expression de CDC20B au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain ainsi que 
dans l’épiderme d’embryon de Xénope indique une forte induction de CDC20B lors de l’apparition des 
MCC. Chez l’Homme, CDC20B colocalise avec la centrine-2, un marqueur des corps basaux. On observe 
au cours de la différenciation de l’épithélium respiratoire humain une induction concomitante de 
CDC20B avec certains facteurs clés de la multiciliogénèse comme Foxj1 et PLK4 (cf. figure 36C). Des 
résultats préliminaires d’invalidation de CDC20B obtenus dans nos deux modèles indiquent que cette 
protéine pourrait être un acteur important pour la mise en place des corps basaux dans les MCC. Chez 
l’Homme l’invalidation et la surexpression de CDC20B au cours de la différenciation respiratoire, 
montre de manière encore inexpliquée un impact sur la transcription de nombreux acteurs clés de la 
ciliogénèse (FOXJ1, PLK4…). Une des perspectives à court terme du laboratoire est de déterminer dans 
nos deux modèles d’étude le rôle de CDC20B au cours de la multiciliogénèse.  
De manière intéressante, sur ce même locus 5q11 chez l’homme, on remarque la présence de 
la protéine CCNO, qui est induit en même temps que CDC20B au cours de la différenciation et dont la 
fonction est inconnue. Plus récemment, le gène MCIDAS (multiciline) aussi situé dans ce locus, a été 
montré conservé chez la souris et chez le Xénope comme un acteur important lors de la 
multiciliogenèse (Stubbs et al., 2012). MCIDAS est contrôlé directement par la voie Notch, et des 
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expériences d’invalidation de la MCIDAS bloquent la formation des MCC alors que sa surexpression 
induit une différenciation en MCC malgré l’activation de la voie Notch (Stubbs et al., 2012). De manière 
similaire à CDC20B, MCIDAS est capable aussi d’activer la transcription de certains gènes cibles comme 
le facteur de transcription FOXJ1. Nos résultats indiquent que les membres de ce locus (CDC20B, miR-
449, CCNO et MCIDAS) sont régulés de manière synchrone au cours de la différenciation de 
l’épithélium respiratoire humain (données non publiées). Ces observations soulèvent de nombreuses 
questions quant au rôle de chaque membre de ce locus lors de la multiciliogénèse. Il est à noter que 
l’invalidation de miR-449 n’affecte pas l’expression de FOXJ1 suggérant que MCIDAS et CDC20B 
pourraient jouer un rôle d’inducteur de FOXJ1. Le sauvetage de la multiciliogénèse par la surexpression 
de MCIDAS lors de l’activation de la voie Notch suggère que les autres membres du locus ne sont pas 
nécessaires pour la multiciliogénèse. Il n’est toutefois pas exclu que MCIDAS, qui possède une activité 
transcriptionnelle (Stubbs et al., 2012), puisse par une boucle d’auto-activation contrôler l’expression 
du locus « 5q11 » (MCIDAS/CDC20B/miR-449/CCNO) et induire ainsi la différenciation des MCC. Nos 
résultats démontrent aussi l’implication importante de miR-449 et probablement de CDC20B dans la 
multiciliogénèse, il semblerait donc que chaque membre de ce locus soit nécessaire pour la 
multiciliogénèse allant en faveur d’une régulation commune. En accord avec cette hypothèse, il a été 
découvert récemment une agénésie trachéale congénitale qui serait associée à la délétion du locus 
5q11, montrant l’importance physiologique de ce locus dans la morphogénèse d’un tissu multicilié 
comme la trachée (de Jong et al., 2010). Une surexpression de MCIDAS dans nos modèles pourrait 
nous permettre d’évaluer son rôle dans le contrôle de l’expression de chacun des membres du locus 
5q11 dont CDC20B et miR-449. Par ailleurs, nos observations montrant que CDC20B induit aussi des 
modifications transcriptionnelles, des expériences similaires seront envisagées. 
 Parmi d’autres acteurs susceptibles de contrôler l’expression des membres de ce 
locus, nous pourrons focaliser notre attention sur les facteurs de transcription FOXJ1, RFX, MYB, NICD 
ou SMAD dont leur rôle dans la multiciliogénèse est suspecté ou démontré. Une approche par ChIP-
Seq aura l’avantage de rendre compte de l’implication de ces différents acteurs dans les modifications 
transcriptionnelles au cours de la différenciation des MCC. Ce type d’approche a par contre 
l’inconvénient d’être longue et fastidieuse, nécessitant des anticorps très spécifiques. Nous avons 
toutefois un avantage considérable du fait que ce locus est régulé de façon très contrôlée dans le 
temps et dans un type cellulaire unique. Ainsi chaque changement observé sur ce locus sera très 
informatif et révélateur d’une régulation précise. Depuis quelques années, avec le développement du 
séquençage à très haut débit (HTS), des approches anciennes ont été remise au goût du jour et 
notamment, les détections de sites sensibles à la DNase I. Cette approche permet après un traitement 
à la DNase I d’identifier par HTS les sites dits insensibles à la DNase et correspondant à des fractions 
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du génome protégées de la dégradation par les nucléosomes. De nombreuses études révèlent par 
ailleurs que ces sites sensibles à la DNase I reflètent assez bien l’état transcriptionnel de la cellule 
(Yaragatti et al., 2008). Mais de manière plus intéressante, au milieu de ces larges sites sensibles à la 
DNase I, il a été observé des pics suggérant une insensibilité ponctuelle à la DNases. Des études 
récentes montrent que ces sites insensibles à la DNase correspondent à la fixation de facteurs de 
transcription avec une très bonne résolution sur le site de fixation (Boyle et al., 2011). On peut ainsi 
envisager cette approche dans nos deux modèles en comparant simplement une condition dans 
laquelle miR-449 n’est pas exprimé à une condition en cours de différenciation où miR-449 est induit 
et ainsi identifier des régions régulatrices dont la sensibilité à la DNAse I varie au cours de la 
différenciation. L’identification de ces sites devenus insensibles à la DNase nous permettra après une 
analyse bio-informatique d’identifier les facteurs impliqués dans la régulation de ce locus. Par la suite, 
la modulation de certaines voies comme Notch ou BMP (traitement Noggin, DAPT, siARN, 
morpholinos…) nous permettra d’observer comment ces sites évoluent vis-à-vis du traitement DNases 
I. Une fois le nombre de facteurs réduits ou identifiés, des approches de types ChIP-PCR/Seq pourront 
être effectuées pour confirmer l’action de certains régulateurs. 
 
Rôle de la superfamille miR-34/449 dans la multiciliogénèse. 
Parmi les miARN régulés au cours de la multiciliogénèse de vertébrés, la famille miR-449 était 
la plus fortement induite. A côté de cette famille, nous avons identifié la famille miR-34b/c qui est aussi 
fortement induite dans nos deux modèles, mais dans une moindre mesure que la famille miR-449 (cf. 
partie Résultats Article 1).  
La famille miR-34 est composée de miR-34a situé sur le chromosome 1 et le cluster des miR-
34b/c est localisé sur le chromosome 11. La famille miR-449 quant à elle est composée de 3 membres 
dérivant d’un même cluster : miR-449a, miR-449b et miR-449c. Ces miARN appartiennent à une même 
superfamille notée 34/449 car ils possèdent une séquence « seed » similaire sur la position 2 à 9 (cf. 
figure 37B). Néanmoins, la position de cette région « seed » de 8 mers au sein de cette famille est 
décalée de la position 2-9 pour miR-449c et miR-34b-5p : ces deux miARN possèdent un nucléotide 
supplémentaire en 5’ décalant ainsi le « seed ». 
Etant donné la forte similarité de séquences entre les miR-34 et les miR-449, nous avons étudié 
l’impact de l’expression de chacun des différents miARN de cette famille sur le transcriptome de 
cellules épithéliales en prolifération. Nous avons observé une très grande similitude d’effet entre les 
miR-34a, miR-34c-5p et les miR-449a/b (cf. figure 37A). De manière générale malgré des variations sur 
de la partie 3’ du miARN, la règle du « seed » guide l’impact des miARN étudiés. Plus récemment, à  
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l’issue du séquençage des petits ARN dans nos échantillons, l’analyse plus poussée des séquences 
révèle que les annotations de séquences issues de la base de données miRbase sont parfois inexactes. 
En effet, on observe que les miARN miR-449c-5p et miR-34b-5p ne possèdent pas de U en position 5’ 
du miARN (cf. figure 37B). Cette modification de la séquence engendre ainsi un décalage du « seed » 
et un alignement parfait sur les autres membres de la famille. Au final, lorsque l’on regarde la 
conservation des séquences de miR-34/449 modifiée, on observe une parfaite conservation du 
« seed » (position 2-9). L’ensemble de ces résultats suggèrent qu’il existe très probablement peu de 
différences entre les membres de la famille miR-34/449. 
Chez les bilatériens, la principale caractéristique est la présence des gènes de développement 
HOX, qui régulent le développement différencié des organes d'avant en arrière ainsi que leur 
coordination avec le système nerveux. Ce système a permis l'apparition d'une anatomie différenciée. 
Les protostomes et les deutérostomes forment les deux subdivisions des bilateriens. Des expériences 
de séquençages chez des espèces représentatives des bilatériens ont permis d’identifier 34 miARN dits 
« ancestraux » communs aux protostomes et aux deutérostomes et donc présents chez l’ancêtre 
commun des bilatériens (Christodoulou et al., 2010). Parmi ces miARN on retrouve miR-34 qui, de 
façon absolument remarquable, est détecté dans les organes locomoteurs des bilateriens qui possède 
des cils motiles (Christodoulou et al., 2010).  
A la suite de nos travaux soulignant le rôle conservé de miR-449 dans la multiciliogénèse chez 
les vertébrés, d’autres travaux ont montré un rôle similaire joué par miR-34b dans une autre espèce, 
le poisson zèbre (Wang et al., 2013). Dans le génome du poisson zèbre, la famille miR-34b a été 
retrouvée tandis que la famille miR-449 serait soit absente, soit plus probablement encore non 
annotée. Dans cette espèce, miR-34b est retrouvé fortement exprimé dans les MCC du néphrostome 
et est nécessaire pour la ciliogenèse en réprimant l’expression de c-myb (Wang et al., 2013). En effet, 
c-myb est induit à une étape précoce avant la ciliogenèse et son expression diminue sous l’effet de 
miR-34b lors de la ciliogenèse. De plus, un niveau trop important de c-myb ou une perte de c-myb 
affecte la ciliogenèse. Ainsi, miR-34b régulerait temporellement l’expression de c-myb de façon à 
effectuer le processus de ciliogenèse dans le néphrostome du poisson zèbre. Confortant les 
observations faites chez le poisson zèbre, c-myb a aussi été montré comme un acteur probable de la 
multiplication des centrioles chez la souris (Tan et al., 2013). Dans ce modèle aussi c-myb est induit 
précocement de manière transitoire au cours de la différenciation des MCC chez la souris, et 
contrôlerait directement l’expression de Foxj1 (Tan et al., 2013). 
Les familles miR-34 et miR-449 possèdent de fortes similitudes de séquences et sont fortement 
conservées au cours de l’évolution (cf. figure 38A et B). Dans chaque famille de miARN étudiées, deux  
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zones sont retrouvées fortement conservées, correspondant à la région « seed » ainsi qu’à la région 
d’appariement en 3’ du miARN, séparées les unes des autres par une partie non conservée (cf. figure 
38A et B), deux régions de miARN connues pour participer à la reconnaissance des cibles (Grimson et 
al., 2007). Nos données ont permis de montrer que les deux familles miR-34 et miR-449 ont des effets 
relativement similaires sur le transcriptome des cellules respiratoires humaines, suggérant notamment 
l’importance du « seed » des miARN dans la spécificité de reconnaissance de cibles communes entre 
miR-34 et miR-449. 
Ces différents éléments suggèrent que les miARN de la famille miR-34b/c seraient étroitement liés 
à la ciliogenèse, suggérant une possible complémentarité de ces deux familles de miARN dans ce 
processus. Cependant, chez le Xénope comme chez l’Homme, la famille miR-34b/c est aussi fortement 
induite au cours de la différenciation dans les MCC : une question fondamentale est de savoir pourquoi 
miR-34b/c et miR-449 sont-ils co-induits pour contrôler un même processus biologique ? A cet égard, 
on peut trouver intrigant que dans nos modèles l’invalidation de miR-449 affecte la multiciliogenèse 
alors que miR-34b/c qui ne semblent pas être affectés sont toujours présents mais ne compensent pas 
à l’évidence l’absence de miR-449. 
 Une première explication serait un problème purement technique : la spécificité des 
inhibiteurs de miR-449 peut être mise en cause du fait de la similarité des séquences entre les deux 
familles de miARN. Pour valider l’efficacité d’un bloqueur de miARN, la meilleur solution consiste à 
observer l’absence de régulation de ses cibles, mais ici la tâche est compliquée car ces deux familles 
semblent partager la grande majorité de leur cibles. Une autre approche consiste à évaluer la détection 
du miARN d’intérêt par qPCR. Cette approche est cependant très discutée, car il est difficile de savoir 
avec certitude si la diminution observée du miARN d’intérêt (si elle existe) est due à l’association 
miR/inhibiteur physiologique dans la cellule ou alors si cette association miR-/inhibiteur est un artefact 
favorisé par l’extraction des ARN. Dans nos expérimentations réalisées dans notre modèle humain, 
nous avons observé que l’invalidation de miR-449 s’accompagne d’une réduction significative de 
détection des miR-449a/b sans affecter significativement les niveaux de détection des miARN de la 
famille miR-34b/c, suggérant une spécificité d’action des antagomiR utilisés. 
 Une deuxième explication est suggérée par les cinétiques d’induction des miR-449 et des miR-
34b/c. Il est à noter que chez le poisson zèbre, l’invalidation de miR-34b n’abolit pas la centriologenèse 
contrairement à l’invalidation de miR-449 chez le Xénope et chez l’Homme (Marcet et al., 2011b; Wang 
et al., 2013). MiR-34b chez le poisson zèbre est décrit comme nécessaire pour la migration des corps 
basaux au pôle apicale de la cellule et son invalidation abolit ainsi la multiciliogenèse (Wang et al., 
2013). Chez l’Homme, nous avons observé que miR-449 est induit avant miR-34b/c (Marcet et al., 
2011b). On peut émettre l’hypothèse que dans ces modèles, miR-449 peut participer à la multiplication 
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des centrioles ainsi qu’à la différenciation des MCC, et que par la suite miR-34b/c interviennent dans 
une étape plus tardive de la différenciation, comme dans la migration des corps basaux par exemple.  
Récemment, une souris invalidée pour miR-449 a été mise au point par Bao et collègues (Bao et 
al., 2012). Dans les testicules, miR-449 est fortement induit au cours de la spermatogenèse ainsi que 
miR-34b/c. L’étude se focalise sur la spermatogénèse et dans ce contexte le traitement des souris 
sauvage par du busulfan, connu pour abolir la spermatogénèse, affecte l’induction de miR-449. Dans 
les souris invalidées pour miR-449, une augmentation de la famille miR-34b/c est observée suggérant 
que cette augmentation sert à compenser la perte de la famille miR-449. Les auteurs indiquent que 
ces deux familles de miARN sont très similaires et que cet effet compensatoire empêche l’apparition 
d’infertilité chez ces souris. Malheureusement, ces travaux n’explorent pas le rôle potentiel de miR-
449 dans la multiciliogénèse et s’il existe aussi dans ce contexte un effet compensatoire de miR-34b/c. 
Des résultats confirmant ces hypothèses chez des patients atteints d’infertilité masculine chez 
l’Homme ont été reportées plus récemment : dans le cas d’infertilité masculine d’origines 
histopathologiques différentes, la famille miR-449 ainsi que les miR-34b/c sont fortement diminués 
indiquant une perte de la spermatogénèse chez ces patients (Abu-Halima et al., 2013). Ces études 
suggèrent une certaine redondance et un effet compensatoire entre miR-34b/c et miR-449 dans la 
spermatogénèse. Dans cette perspective le laboratoire déterminera si cette compensation est 
présente lors de la multiciliogénèse dans d’autres tissus. Muriel Lizé, chercheure dans l’équipe du 
professeur Dobbelstein est en train de finaliser la mise au point d’une souris invalidée pour miR-449. 
En collaboration avec notre laboratoire, nous chercherons à tester ces différentes hypothèses. Le 
laboratoire effectuera aussi une caractérisation complète des cellules multiciliées lorsque miR-449 est 
invalidé. Nous chercherons notamment à déterminer la présence des cils motiles, leur nombre, leur 
orientation et des mesures de vitesse de flux seront effectuées. Si aucun impact n’est observé sur les 
cellules multiciliées, la différenciation sur filtre en Air Liquide nous permettra d’utiliser des antagomirs 
dirigé contre la famille miR-34, de manière à confirmer un effet compensatoire de miR-34. 
Pour finir, une nouvelle étude vient d’identifier un nouveau miARN nommé miR-4423 comme 
étant nécessaire à la formation des MCC chez l’Homme mais apparemment exprimé uniquement dans 
les voies respiratoires. De manière surprenante les auteurs indiquent un certain recouvrement entre 
les cibles de miR-4423 et celle de la famille miR-34/449 expliqué par des similitudes dans la région du 
« seed » (Perdomo et al., 2013). Ainsi, on pourrait émettre la notion d’un « cilio-seed » qui serait 
fortement relié à la multiciliogénèse et partagé par plusieurs familles de miARN pour contrôler la 
biogénèse des cils motiles.  
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Notre étude a mis en exergue que le processus de différenciation des cellules multiciliées qui 
survient aussi bien dans des tissus distincts d’un même organisme que chez différents animaux met en 
jeu des réseaux moléculaires identiques. A cet égard, nos résultats soulignent la pertinance de notre 
approche expérimentale consistant à comparer systématiquement dans différentes espèces animales 
évolutivement éloignées les mécanismes aboutissant à une même fonction biologique. A notre sens, 
c’est à travers un tel procédé que l’on peut mettre à jour et reconstituer des suites d’événements 
moléculaires communs régissant un fonctionnement biologique important, confirmant, comme le 
disait à juste titre le biologiste Ukrainien Theodosius Dobzhansky en 1973, que « rien en biologie n'a 
de sens, si ce n'est à la lumière de l'évolution ». 
La découverte des centaines de miARN distincts dans la dernière décennie a créé un nouveau 
paradigme dans notre compréhension de la régulation des gènes et de la spécification des cellules. Les 
miARN sont considérés comme des régulateurs majeurs de l'expression génique et sont associés à de 
nombreux processus physiopathologiques. Sous cet aspect, nos travaux figurent parmi les premiers à 
démontrer le rôle physiologique d’une famille de miARN dans le contrôle d’une fonction biologique 
conservée. A travers la mise en évidence des différents mécanismes moléculaires contrôlés par miR-
449 pour déclencher la multiciliogenèse, nos résultats soulignent cette propriété singulière de chaque 
miARN à pouvoir gouverner une seule fonction biologique à travers le contrôle simultané de multiples 
voies de signalisation.  
En fournissant de nouvelles connaissances sur les mécanismes contrôlant la multiciliogénèse, 
notre étude pourrait également ouvrir la voie à l'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques 
visant à traiter les pathologies associées à des défauts de cils vibratiles et fait en ce sens l’objet d’un 
brevet international du laboratoire {Marcet, 2009 #359}. 
Les miARN représentent de nouveaux agents pharmacothérapeutiques émergents dans le 
traitement de différentes pathologies. Dans cette perspective, notre équipe développe, dans le cadre 
d’un projet ANR Emergence 2012 (MITHRA) associé à ce dernier brevet, des approches utilisant des 
modèles murins pathologiques (mucoviscidose, asthme, fibrose pulmonaire) pour explorer l’impact de 
miR-449 dans le cadre de thérapies pro-régénératrices de l’épithélium respiratoire.  
Récemment, une autre équipe à mise au point des polymères cationiques pour la délivrance 
d’analogue de miARN dans le contexte de la mucoviscidose (McKiernan et al., 2013; Oglesby et al., 
2010), confirmant l’impact thérapeutique potentiel des miARN. Dans cette optique, miR-449 
constituerait un excellent candidat comme agent pro-régénérateur de l’épithélium respiratoire 
humain dans certaines pathologies respiratoires. 
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